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1 EINLEITUNG 
Maligne Neoplasien und kardiovaskuläre Erkrankungen sind nicht nur die 
Haupttodesursachen in Deutschland[2] und den reichen Industrienationen, in beiden Fällen 
trägt der metabolische und inflammatorische Status des Organismus ebenso zur Pathogenese 
bei wie die individuelle genetische Prädisposition. 
In diesem Zusammenhang kommt dem kolorektalen Karzinom aus zwei Gründen eine 
besondere Rolle zu: Zum einen ist es aus epidemiologischer Sicht als zweithäufigste 
Krebstodesursache beim Mann und dritthäufigste bei der Frau von Bedeutung[3].  Zum 
anderen ist es diejenige der häufigen Krebsarten, bei der Übergewicht[4] und diät-assoziierte 
Faktoren, wie Kalorienaufnahme, Fleisch- und Fettkonsum, als ätiologische Momenta von 
besonderer Bedeutung sind[5]. 
Auf zellulärer Ebene ist es die Dysbalance zwischen Zellwachstum und Differenzierung 
fördernden und hemmenden Signalkaskaden, die letztlich über Tumorentstehung und 
Krankheitsverlauf sowie auf dem Weg zur personalisierten Medizin über Therapieansprechen 
und Versagen entscheidet.  
Der Kernrezeptor Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor-γ (PPARγ) bildet mit seiner 
zentralen Rolle in der Fett- und Glucosehomeostase eine Schnittstelle zwischen Lebensstil, 
Metabolismus und Entzündung einerseits und, über seinen regulatorischen Einfluss auf 
genomische und nicht-genomische funktionelle Aspekte von in zahlreichen Malignomen 
veränderte intrazellulären Signalkaskaden, auf Karzinogenese und Tumorprogression 
andererseits. Insbesondere die enge Verbindung mit der Ras-Raf-MAPK-vermittelten 
Signalkaskade[6-8] macht den Kernrezeptor zu einem auch therapeutisch interessanten 
Ansatzpunkt, stellen aktivierende Mutationen der an ihr beteiligten Faktoren doch einerseits 
karzinogene Ereignisse und andererseits starke negativ-prädiktive Faktoren für das 
Ansprechen auf eben diese Kaskade abzielende zielgerichtete Therapien dar[9,10].  Ein 
kritisches Ereignis in Bezug auf die Regulation des Rezeptors ist hierbei die Ausbildung von 
Komplexen zwischen PPARγ und an der Transkription beteiligten Kofaktoren sowie Proteinen 
der EGF-vermittelten Signalkaskaden[6,8,11], die nicht nur Einfluss hat auf die genomische 
Aktivität des Rezeptors selbst sondern gleichzeitig das Aktivierungsniveau der oben 
genannten Signalkaskaden verändert[12-14].   
Ziel der nachfolgenden Arbeit soll es sein, über die funktionelle Charakterisierung der bisher 
unbeschriebenen Interaktion zwischen PPARγ und  dem Myotubularin Related Protein 7 
(MTMR7) einen Beitrag zu leisten zum besseren Verständnis der Regulation des Kernrezeptors 
und einen möglichen neuen Ansatzpunkt zur Beeinflussung zentraler Signalkaskaden im 
kolorektalen Karzinom zu identifizieren. 
 
1.1 Die Karzinogenese im kolorektalen Karzinom 
Die pathogenetischen Mechanismen, die der Entstehung des kolorektalen Karzinoms 
zugrunde liegen, lassen sich stark vereinfacht in 3 Gruppen unterteilen: Die klassische 
Adenom-Karzinom-Sequenz, die etwa 80% der kolorektalen Karzinome zugrunde liegt und 
durch chromosomale Instabilität (CIN)[15-18] charakterisiert ist. 20%[19,20] weisen  eine 
verstärkte Methylierung von Cytosin-phosphatidyl-Guanin(CpG)-Inseln[16] auf, wobei  sich 
diese aufteilt in eine größere Subpopulation [21] mit  Tumoren mit fehlerhaftem DNA-
Mismatch-Repair-System und resultierender Mikrosatelliteninstabilität (MSI) und der dritten 
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Gruppe, die von mikrosatellitenstabilen Tumoren mit verstärkter Methylierung von (CpG)-
Inseln gebildet wird. 
 
Dabei ist der entscheidende Schritt zur Initiierung der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz 
der Verlust des funktionellen Adenomatous-polyposis-coli (APC)-Proteins  mit der Folge einer 
mangelnden Inaktivierung von β-Catenin, hieraus resultierender Überaktivität des WNT-
Signalwegs, verstärkter Expression pro-proliferativer Faktoren wie c-Myc und Cyclin D1 und 
letztlich Förderung von Zellwachstum und Migration. [15,16,22] Änderungen im 
Aktivitätsniveau des WNT-Signalwegs lassen sich in bis zu 90% der kolorektalen Karzinome 
nachweisen[23] und die zugrunde liegenden Mechanismen weisen ein breites Spektrum auf. 
Sie reichen von in verkürzten Proteinen resultierenden Keimbahnmutationen hoher Penetranz 
in Kombination mit  loss of heterozygosity (LOH) insbesondere der familiärenn adenomatösen 
Polyposis (FAP) und der attenuierten familiären adenomatösen Polyposis (aFAP) über 
Mutationen niedrigerer Penetranz bis hin zu Veränderungen der APC-Promotor-Aktivität und 
β-Catenin-Mutationen, wie sie sich insbesondere bei Lynch-Syndrom Patienten nachweisen 
lassen[23,24]. 
Im Fall der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz ermöglicht dieser initiierende Schritt die 
Formierung prämaligner Läsionen, die bereits in frühen Stadien aktivierende KRAS-
Mutationen aufweisen und über den Erwerb weiterer genetischer Veränderungen wie dem 
Verlust von 18q und p53-Mutationen, die zu vermehrter chromosomaler Instabilität führen, 
die Fähigkeit zu unkontrolliertem, invasivem Wachstum erhalten[15]. 
 
 
 
Der für die zweite Gruppe charakteristische Pathomechanismus ist die 
Hypermethylierung von CpG-Inseln. CpG-reiche Regionen befinden sich in etwa der 
Hälfte aller humanen Gene, insbesondere in Abschnitten, die die Expression des 
Abbildung 1. Adenom-Karzinom-Sequenz und typische Mutationen im Rahmen der 
Karzinogenese im mikrosatelliteninstabilen kolorektalen Karzinom (unten) und in 
Karzinomen charakterisiert durch chromosomale Instabilität  (oben). Während in Tumoren, 
hervorgegangen aus der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz die chromosomale 
Instabilität beispielsweise durch den Verlust des langen Armes des Chromosom 18 zum 
Ausdruck kommt ist es ein gestörtes DNA-Reparatursystem in Verbindung mit KRAS- und 
BRAF-Mutationen, die die Tumorentstehung in mikrosatelliteninstabilen Karzinomen voran 
treiben.  Nach [16] 
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betreffenden Gens positiv regulieren[25]. Hypermethylierung der entsprechenden 
Region führt zu verminderter Transkription des entsprechenden Abschnitts und tr itt 
spontan im Rahmen des Alterungsprozesses genauso auf[26] wie in der Initiierung 
von Neoplasien durch Herabregulation von Tumorsuppresorgenen[27]. Kolorektale 
Karzinome mit erhöhter Methylierungsrate machen etwa 30-40% der sporadischen 
proximalen und 3-12% der distalen Karzinome aus[28] und lassen sich in 2 Gruppen 
unterteilen: Den CpG island methylator Phänotyp 1 (CIMP1) mit hohem 
Methylierungsniveau[15] und methylierungsbedingter Inaktivierung des hMLH1 Gens 
(s.u.) und  den CIMP2, der durch einen hohen Anteil an KRAS-Mutationen und eine 
intermediäre p53-Mutationsrate charakterisiert ist.[29] 
Die pathogenetische Grundlage der dritten, von KRAS und p53-Mutationen 
unabhängigen Gruppe kolorektaler Karzinome sind Defekte im DNA-Mismatch-
Reparatur System, die zur Akkumulation von Mutationen in Mikrosatelliten – kurze 
repetitive DNA-Sequenzen – führen. Die daraus resultierenden Veränderungen in 
kodierenden oder regulatorischen DNA-Abschnitten führen zu typischen Mutationen, 
beispielsweise im Gen des TGFβ-Rezeptors Typ II oder Bax.[16] Weitere 
Charakteristika dieser Gruppe sind BRAF Mutationen (in 53% der Fälle[29]) und die 
bereits erwähnte hohe Methylierungsrate und daraus resultierende Herabregulation 
spezifischer Faktoren wie hMLH1, die wiederum zentrale Faktoren der Homöostase 
des DNA-Mismatch-Reparatur-Systems darstellen[29]. 
Überlappungen zwischen den Gruppen insbesondere zwischen MSI+ und CIN+ 
Tumoren kommen vor, sind jedoch insgesamt selten[30]. Die spezifischen 
molekulargenetischen Charakteristika der drei Gruppen bedingen dabei trotz der 
gemeinsamen Endstrecke des invasiven kolorektalen Karzinoms Krankheitsbilder, die 
sich sowohl, was die Morphologie und Lokalisation als auch was das biologische 
Verhalten bezüglich Therapieansprechen und Prognose angeht , unterscheiden.  
Morphologisch handelt es sich bei den CIN+ CIMP- Neoplasien mit Veränderungen im 
APC/WNT-Signalweg um typische Adenokarzinome tubulärer, villöser oder 
tubulovillöser Architektur[16,18,31],  während ein hohes Methylierungsniveau und 
BRAF-V600-Mutationen, wie sie für den CIMP1 typisch sind, insbesondere in 
serratierten Läsionen zu finden sind1[18,31-33]. Der CIMP2 nimmt morphologisch 
eine intermediäre Position ein, ist er doch sowohl in serratierten als auch in 
adenomatösen Vorläuferläsionen nachweisbar[33]. Gleichzeitig finden sich CIN+ 
Adenokarzinome genau wie adenomatöse Läsionen des CIMP2 vorzugsweise im linken 
Kolon, während serratierte Läsionen insbesondere rechtskolisch auftreten[33-35]. 
Insbesondere die Mikrosatelliteninstabilität konnte als positiver prognostischer 
Marker etabliert werden[21,36]. Zudem erwies er sich als negativer prädiktiver 
Marker für ein Therapieansprechen auf eine adjuvante Chemotherapie mit 5 -
FU[36,37], was dazu führte, dass sich die Europäische Gesellschaft für Medizinische 
Onkologie (ESMO) dafür ausspricht, den Mikrosatellitenstabilitätsstatus  
insbesondere im UICC Stadium 2 in die Entscheidung über eine adjuvante 
Chemotherapie mit einzubeziehen[38].  
 
 
                                                     
1 Serratierte Läsionen werden in einem eigenen Abschnitt näher behandelt 
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1.2 Ras Mutationen  
 
Die Familienmitglieder der Rat-sarcoma(RAS)-Onkogene HRAS, KRAS und NRAS sind die am 
häufigsten mutierten Proto-Onkogene in menschlichen Tumoren und finden sich in 30% bis 
50% der kolorektalen Karzinome[16,39]. Sie kodieren für vier unterschiedliche, 
strukturverwandte RAS Proteine: HRAS, NRAS und die Isoformen KRAS4A und KRAS4b[40]. 
Ras-Proteine spielen eine Schlüsselrolle in der Signaltransduktion von Rezeptor-
Tyrosinkinasen wie dem EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)[15] und aktivierende 
Mutationen der Ras-Gene gelten als negative Prädiktoren für zielgerichtete Therapien gegen 
eben diesen[9].  
Funktionsfähiges RAS-Protein ist ein zytoplasmatisches, membrangebundenes Mitglied der 
Familie der kleinen G-Proteine, lokalisiert insbesondere an der Plasmamembran, der 
Membran des Endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparats[16]. Als solches 
existiert es in einer aktiven GTP(Guanosintriphosphat)-gebundenen Form, die durch 
Hydrolyse oder Austausch des Triphosphats in eine inaktive GDP(Guanosindiphosphat)-
gebundene Form überführt wird. Sowohl der Austausch als auch die Hydrolyse werden über 
GTPase aktivierende Proteine (GAPs) oder Nukleotidaustauschfaktoren (guanine-nucleotide 
exchange factor, GEF) gefördert und somit die physiologische RAS-Aktivität gehemmt[16,40].  
Aktiviertes RAS-Protein vermittelt in einem onkogenetischen Umfeld anti-apoptotische und 
mitogene Signale.[40] 
 
Mutationen des KRAS-Onkogens, die sowohl bevorzugt im kolorektalen als auch im nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom[40] auftreten, finden sich insbesondere in Exon 2 (Kodon 12 
und 13) sowie in Exon 3 (Kodon 61)[15] und verhindern die oben beschriebene Inaktivierung 
von RAS durch GAPs[41]. Dabei resultieren unterschiedliche Mutationen desselben Kodons in 
einer unterschiedlich starken Hemmung der GAP-Aktivität[40], haben unterschiedlichen 
Einfluss auf die Prognose des Patienten und die Therapieeffektivität[42]. Beispielsweise sind 
KRASG12V-Mutationen hierbei zumindest in Karzinomen der Lunge mit einer schlechteren 
Prognose assoziiert als KRASG12D-Mutationen[43]. Im Fall des kolorektalen Karzinoms steht der 
Einfluss der RAS-Mutation allein auf die Prognose des Patienten jedoch nach wie vor zur 
Diskussion. Auch hier scheint ausschließlich die KRASG12V-Mutation von prognostischer 
Bedeutung zu sein, allerdings bei widersprüchlicher Ergebnislage großer Studien[15]. An Stelle 
der Rolle als Prognosemarker ist in den letzten Jahren zunehmend die Bedeutung der 
unterschiedlichen KRAS-Mutationen als im allgemeinen negativ prädiktiver Marker für 
zielgerichtete Therapien gegen den EGF-Rezeptor getreten[9,15,42].  
 
1.3 PPARγ – Einleitung und allgemeine Funktionsweise 
 
Die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARs) α, β/δ und γ bilden eine 
Subgruppe der ligand-aktivierten Transkriptionsfaktoren, die in ihrer Funktion als Regulatoren 
des Glukose- und Lipidhaushalts, von Inflammation und Proliferation[7] zentrale Aspekte der 
Karzinogenese beeinflussen. 
Die Aktivierung der PPARs erfolgt stets über endogene Liganden, die als Derivate des 
Fettsäuremetabolismus den Ernährungs- und Entzündungsstatus des Organismus 
wiederspiegeln[44] und durch die Beeinflussung der Expression von Genen des Lipid- und 
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Glukosemetabolismus das zelluläre Gleichgewicht in Zusammenhang mit Nahrungsaufnahme 
und Fastenperioden aufrechterhalten[7]. Die drei PPARs weisen erhebliche Unterschiede auf, 
sowohl die Gewebeverteilung als auch das Ligandenspektrum betreffend[8].  
Gemeinsam ist ihnen jedoch der Aktivierungsmechanismus, der zur Expression der 
entsprechenden Zielgene führt: Die Rezeptor-Ligand-Interaktion führt zu einer 
Konformationsänderung, die die Freisetzung von Histon-Deacetylase-(HDAC)Co-Repressoren 
zur Folge hat, was eine Interaktion zwischen dem jeweiligen PPAR und dem Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) ermöglicht. Dieses Heterodimer bildet einen Komplex mit der RNA-Polymerase 
II und Koaktivatoren mit Histon-Acetyl-Transferase-(HAT)-Aktivität, die nach Bindung an 
entsprechenden DNA-Bindeelemente durch Chromatinumformung letztendlich die 
Genexpression ermöglichen[7]. 
 
 
1.3.1 Physiologie 
 
 
Abbildung 2. Der Mechanismus der PPARγ-Aktivierung: A: Die Rezeptor-Ligand- Interaktion 
führt über die Freisetzung der HDACs, was die Interaktion zwischen PPAR und RXR 
ermöglicht. B: In Folge der Komplexbildung kommt es durch Rekrutierung von Koaktivatoren 
mit HAT-Aktivität und der RNA-Polymerase 2 zur Chromatinunformung und 
Transkriptionseinleitung. C: Die Bindung unterschiedlicher Liganden führt dabei zu 
spezifischen Genexpressionsprofilen (s. Abschnitt 1.3.2) nach [45] 
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So ähnlich der Aktivierungsmechanismus, so sehr unterscheiden sich die drei PPARs sowohl 
bezüglich ihrer Liganden als auch ihrer Gewebsverteilung. Dabei findet sich PPARα 
insbesondere in metabolisch-aktiven (Leber, Skelettmuskel, Braunes Fettgewebe) und 
kardiovaskulären (Herz, Niere, Gefäßendothel, glatte Gefäß-Muskulatur, Monozyten) 
Geweben[46] und reguliert durch die Förderung der Fähigkeit von Zellen, Fettsäuren zu 
mobilisieren und zu verbrennen, die Lipid-Homöostase[7] des Organismus. Entsprechend der 
Funktion ligandenaktivierter Kernrezeptoren dienen PPARα endogene Fettsäuren und 
Fettsäurederivate als natürliche Liganden[46], die so eine Art “Fettsensorfunktion” des 
Rezeptors ermöglichen. Des Weiteren ist der Kernrezeptor das Zielprotein für Fibrate[45], die 
als synthetische Liganden in der Therapie von Hyperlipidämien eingesetzt werden. 
Genau wie PPARα ist PPARβ/δ an der Regulation der Glukose- und Lipidhomöostase beteiligt 
und wie PPARα wird er durch Produkte des Fettmetabolismus aktiviert. Der Rezeptor wurde 
in den meisten menschlichen Geweben nachgewiesen[47], das höchste Expressionsniveau 
konnte jedoch - zumindest bezüglich murinen Gewebes - in der Haut und im 
Gastrointestinaltrakt nachgewiesen werden[48]. Eine PPARβ/δ-Aktivierung führt zu einer 
Erhöhung des Serum-HDL-Spiegels[49], verbesserter Insulinsensitivität und zeigte erhebliche 
antiinflammatorische Effekte in hepatischem Gewebe[7].  
Insgesamt lässt sich also feststellen, dass beide PPARs eine nicht unerhebliche protektive 
Effektivität in Bezug zu der Verminderung kardiovaskulärer Risikofaktoren aufweisen.  
Was PPARγ angeht, so entstehen nach Transkription des Gens auf Chromosom ch3p25 und 
alternativem Transkriptionsstart zwei Rezeptorisoformen: PPARγ1 und PPARγ2. PPARγ1 
konnte in zahlreichen Geweben (darunter beinahe alle des Gastrointestinaltrakts) 
nachgewiesen werden[46] mit weißem und braunem Fettgewebe als 
Hauptexpressionsort[50], während die 30 Aminosäuren längere Isoform PPARγ2 
ausschließlich in Fettgewebe exprimiert wird[8]. Die Struktur des humanen PPARγ-Proteins 
gleicht im Großen und Ganzen der der anderen Mitglieder der Kernrezeptor-Superfamilie: Er 
besteht aus vier Domänen (A/B, C, D und E/F) mit spezifischen strukturellen und funktionellen 
Charakteristika (s. Abbildung 2).  
 
 
 
Abbildung 3. Die Proteinstruktur des Kernrezeptors PPARγ. Die N-terminale A/B –
Domäne bildet eine ligandenunabhängige Transaktivierungsdomäne und beinhaltet mit 
Domäne AF1 den Hauptangriffspunkt für die Phosphorylierung des Kernrezeptors [8]. Die 
Domäne C vermittelt die selektive DNA-Bindung an Peroxisome Proliferator responsive 
elements (PPRE) mit Hilfe zweier gefalteter Zinkfinger-Motive. Die D-Region fungiert über 
die Bindung von Korepressoren und Koaktivatoren als regulatorische Untereinheit. Region 
E/F enthält die Ligandenbindedomäne sowie die C-terminale ligandenabhängige 
Transaktivierungsdomäne AF2 und ist verantwortlich für die Interaktion mit dem 
Korezeptor RXR. Nach [8] 
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Mit Blick auf Metabolismus und Glukosehomöostase führt die Aktivierung des Kernrezeptors 
durch Förderung  der Adipozytendifferenzierung und der hierdurch gesteigerten Expression 
von GLUT4 und lipogener Gene wie AP2 und CD36[51,52] zu vermehrtem Glucoseeinstrom 
und Triglyceridsynthese im weißen Fettgewebe. Verstärkt wird diese insulinsensitivierende 
Wirkung durch die Suppression der Sekretion proinflammatorischer Mediatoren in Folge einer 
PPARγ-vermittelten Verschiebung des Gleichgewichts von proinflammatorischen M1 zu 
antientzündlichen M2 Makrophagen im Fettgewebe [53-55].  Zudem ist es die gesteigerte 
Mobilisation von Triglyceriden aus Muskeln und Leber, die gepaart mit einer erheblich 
erhöhten Triglyceridaufnahme durch das Fettgewebe zu einer Senkung der Plasmatriglyceride 
führen[50,52,56].  
Die Reduktion der Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNFα und Interleukin 6 durch 
Hemmung der Aktivität des Transkriptionsfaktors NFκB leistet nicht nur einen Beitrag zur 
metabolischen Funktion des Rezeptors, sondern trägt gleichsam zur protektiven Wirkung  des 
Rezeptors, was Tumorentstehung und Progression angeht, bei[7,57].  
Des Weiteren führt die Aktivierung des Kernrezeptors zu einer direkten Beeinflussung des 
Zellzyklus etwa durch die Reduktion der Expression von Cyclin D1[58], der Förderung der 
Transkription der Inhibitoren der cyclin-abhängigen Kinase p21 und p27[59] und einem 
vermehrten Abbau von β-Catenin[60]. Neben antiinflammatorischen und die Differenzierung 
fördernden Effekten ist die Induktion der Gene pro-apoptotischer Faktoren wie BAX und 
BAD[61] und die Hemmung von Apoptoseinhibitoren wie Bcl-2[62]   eine weitere Säule der 
tumorprotektiven PPARγ-Funktion. Diese Mechanismen gemeinsam mit der Beobachtung 
einer vermehrten Expression von mRNA von Markern der terminalen Differenzierung wie E-
cadherin und der alkalischen Phosphatase[7] werden ergänzt durch in vivo Modelle, in denen 
sich die tumorprotektive Wirkung des  Rezeptors bestätigte. So führt der intestinale Verlust 
von PPARγ beispielsweise in Mäusen des  ApcMin/+-Modells im Dünn- und insbesondere im 
Dickdarm zu einer vermehrten Adenom und Karzinom-Inzidenz[63], ein Effekt, der sich über 
die Verminderung der PPARγ-abhängigen Caveolin-Expression erklären lässt[64]. Im Falle des 
kolorektalen Karzinoms bieten diese in vivo und in vitro gewonnenen Erkenntnisse eine 
Erklärung für den günstigen prognostischen Effekt der Expression des Kernrezeptors[65]. 
Ähnliche Beobachtungen lassen sich nicht nur für das kolorektale Karzinom, sondern auch für 
andere Karzinomen der Lunge, Prostata und Mamma machen[66]. 
 
1.3.2 Liganden 
Die Bandbreite der Substanzen, die zu einer Aktivierung der Transkriptionsaktivität des 
Kernrezeptors PPARγ führen, ist groß und reicht von Bestandteilen oxidierter Low Density 
Lipoproteinen (LDL) wie 15-deoxy-12,14-prostaglandin J2 und einfach- und mehrfach 
ungesättigter Fettsäurederivate[44,67,68] über Metabolite des Arachidonsäurestoffwechsels 
[69] bis hin zu Serotonin-Metaboliten[70] und endogenen wie exogenen Cannabinoiden[71-
73]. Eine Rezeptoraktivierung in physiologisch vorkommenden Konzentrationen konnte 
jedoch mit Ausnahme der 5-Hydroxytryptamin-Metabolite für keine der aufgeführten 
Substanzen gezeigt werden[44,74]. Im Gegensatz hierzu erwies sich die PPARγ-Affinität von 
Nitroalkenderivaten der Linolensäure als vergleichbar mit der hohen synthetischer PPARγ-
Liganden und diese konnten in aktivierenden Konzentrationen in Erythrozyten und im Blut-
Plasma nachgewiesen werden[44]. In Anbetracht der Kernlosigkeit von Erythrozyten erscheint 
die Rolle des Kernrezeptors PPARγ in diesem Kompartiment unklar, die PPARγ-Liganden-
vermittelte Apoptoseinduktion sowohl in Erythrozyten als auch in B-Lymphozyten  [75,76] legt 
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jedoch einen Einfluss auf die zelluläre Homöostase myeloischer und lymphatischer Zellen über 
nicht genomische Effekte nahe.  
Die Suche nach einem endogenen PPARγ-Liganden kann also keinesfalls als abgeschlossen 
bezeichnet werden. Zwar ließen sich mit der Xanthin-Oxidoreduktase (XOR) und dem PPARγ-
induzierten Enzym Retinol-Saturase mögliche Produzenten endogener Liganden 
identifizieren[44], allerdings war bei diesen entweder das PPARγ-bindende Produkt 
unbekannt (XOR)[77] oder die erwarteten Effekte sind in vivo nicht reproduzierbar (Retinol-
Saturase)[78].  
Mit dem Nachweis des serotoninergen PPARγ-Proteins scheint jedoch zumindest für den 
Gastrointestinaltrakt, dem Ort, an dem die höchste Serotoninkonzentration im menschlichen 
Körper nachweisbar ist, ein Mechanismus der physiologischen PPARγ-Aktivierung beschrieben 
zu sein, der gleichzeitig die Bedeutung des Kernrezeptors in dieser Körperregion, die sich in 
diversen Modellen experimentell herbeigeführter Kolitis andeutet[79,80], unterstreicht.  
Neben agonistisch wirkenden endogenen Liganden lässt sich mit dem Phospholipid „cyclic 
phosphatidic acid“ (CPA) mindestens ein potenter, endogen durch die Phospholipase D2 
produzierter Ligand nachweisen, der bereits in physiologischen Konzentrationen die PPARγ-
Aktivität antagonisiert[44,81]. 
 
Verantwortlich für die strukturelle Variabilität möglicher endogener wie exogener Liganden 
ist die Größe der Ligandenbindedomäne [56], die nicht nur die Funktion des Kernrezeptor als 
Sensor des metabolischen Status des Organismus ermöglicht[56], sondern über Bindung 
unterschiedlicher Liganden an variierende Stellen der Bindetasche und die somit variierenden 
Konformationsänderungen nach Bindung verschiedener Liganden auch die Interaktion mit 
diversen Koaktivatoren und Repressoren und somit variierende Genexpressionsprofile zur 
Folge hat[45,82,83]. So führt die Bindung von Substanzen der Gruppe der Thiazolidinedinone 
zu einer Stabilisierung der Helix H12, was die Bindung von Coaktivatoren ermöglicht und lange 
Zeit als Notwendigkeit für eine suffiziente Rezeptoraktivierung angesehen wurde. Die Bindung 
von Partialagonisten führt jedoch über die Stabilisierung der Helix H3 und der β-
Faltblattregion der Ligandenbindedomäne zu einer Aktivierung der transkriptionellen Aktivität 
während Helix 12 destabilisiert wird[84].  Die Vielfalt an Aktivierungsmechanismen erklärt die 
weite strukturelle Bandbreite synthetischer Liganden, die von kleinen Molekülen wie dem 
Mesalazin-Verwandten Mesalamin[85] über den primär als Angiotensin 2 
Rezeptorantagonisten zugelassenen Stoff Telmisartan[86] bis hin zur prominentesten Gruppe 
der PPARγ-Agonisten, den Glitazonen, reicht.  Mit Rosiglitazone und Pioglitazone erreichten 
in den frühen 2000er Jahren zwei Wirkstoffe die Marktzulassung, in die aufgrund ihrer 
Wirkung als Insulin-Sensitizer große Hoffnungen im Rahmen der Behandlung von 
Hypertriglyceridämie und Typ 2 Diabetes mellitus gesetzt wurden.  Dabei ist es das 
Fettgewebe als Hauptwirkungsort, das die Glitazone insbesondere in Kombination mit der 
metformin-vermittelten Reduktion der hepatischen Glukoneogenese zu vielversprechenden 
Medikamenten machte.  Durch ihre Funktion als antidiabetische, antiinflammatorische, 
Triglycerid senkende und High-Density-Lipoprotein-Spiegel[50,52] steigernde Wirkstoffe 
scheinen Glitazone ideale Medikamente zur Behandlung der Komplikationen des 
metabolischen Syndroms zu sein. Die im Rahmen der breiteren medizinischen Anwendung 
aufgetretenen Nebenwirkungen führten jedoch zu einer starken Einschränkung 
beziehungsweise dem Entzug der Marktzulassung durch die verantwortlichen 
Aufsichtsbehörden: Im Fall von Troglitazone war es eine erhebliche Hepatotoxizität, 
verursacht am ehesten durch eine Störung der mitochondrialen Funktion[87], die zum Entzug 
der Marktzulassung führte, ein Effekt der sich für Pioglitazone und Rosiglitazone nicht 
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nachweisen ließ. Im Fall von Rosiglitazone ist es die erhöhte Rate kardialer Ischämien [88], die 
Zweifel über die Sicherheit des Medikaments aufkommen ließen. Ursächlich hierfür wird unter 
anderem eine ungünstigere Verschiebung des Serumlipidprofils mit Erhöhung des 
Gesamtcholesterins und der LDL-Fraktion angesehen[50], ein Effekt, der im Fall von 
Pioglitazone nicht auftritt. Allen Wirkstoffen der Gruppe gemein ist eine vermehrte 
Wasserretention, ein Mechanismus auf Ebene der renalen Sammelrohre[89] scheint 
ursächlich zu sein, lässt sich diese Nebenwirkung doch nach renalem PPARγ-Verlust im 
Mausmodell nicht nachweisen[52,56,68].  Dieser Effekt scheint verantwortlich für die erhöhte 
Rate an Patienten mit hydrop dekompensierten Herzinsuffizienz, die unter 
Pioglitazonetherapie auftritt, jedoch nicht mit einer erhöhten kardialen Mortalität 
vergesellschaftet ist[90]. Eine weitere klassentypische Nebenwirkung ist eine langfristige  
Gewichtszunahme, einerseits bedingt durch die PPARγ-vermittelte Stimulation des weißen 
Fettgewebes[52], andererseits ausgelöst durch eine gesteigerte Nahrungsaufnahme in Folge 
einer Aktivierung des Kernrezeptors im zentralen Nervensystem[91,92]. Etwa 75% der 
Gewichtszunahme scheinen jedoch – zumindest im Fall von Pioglitazone – durch die 
vermehrte Wassereinlagerung erklärbar zu sein [93]. Des Weiteren verkompliziert eine 
erhöhte Inzidenz von Frakturen, insbesondere bei postmenopausalen Typ-2-Diabetikerinnen, 
bedingt durch eine vermehrte Knochenresorption durch verstärkte Osteoklasten- und 
verminderte Osteoblastenaktivität eine langfristige Therapie[50,52,68,94]. 
Eine paradoxerweise beobachtete karzinogene Wirkung ist ein weiteres Problemfeld der 
Therapie mit Liganden des Kernrezeptors PPARγ. So ließ sich für Troglitazon eine erhöhte Rate 
hepatozellulärer Karzinome und Liposarkome nachweisen[50]. Auch im Fall von Pioglitazone 
besteht der Verdacht auf einen karzinogenetischen Effekt. So zeigte sich eine signifikant 
erhöhte Prävalenz von Urothelkarzinomen der Harnblase insbesondere im Tiermodell, in einer 
großen longitudinalen Kohortenstudie ließ sich jedoch ein allenfalls leicht erhöhtes 
Blasenkarzinomrisiko nachweisen[52,56,95].  
 
1.3.3 Regulation & posttranslationale Modifikation 
 
Neben den Charakteristika mehr oder weniger spezifischer PPARγ-Liganden unterschiedlicher 
Affinität ist die posttranslationale Regulation des Kernrezeptors von entscheidender 
Bedeutung sowohl bezüglich der genomischen als auch die nichtgenomischen PPARγ-Aktivität 
betreffend. 
Dabei lassen sich die Mechanismen, die für die Regulation des Kernrezeptors von Bedeutung 
sind, in drei Gruppen unterteilen: 1. Die Manipulation der Rezeptoraktivität durch kovalente 
Modifikationen wie Phosphorylierung[8,52,96,97], Sumoylierung[8,98,99], Nitrierung[100] 
oder Acetylierung[52,101], 2. Steuerung der PPARγ Konzentration durch 
Ubiquitinierung[102,103] oder Stabilisierung durch die Interaktion mit HSP90[104] und 3. Die 
Veränderung des Aktivitätsprofils durch subzelluläre Kompartimentierung [6,96]. Die 
Mechanismen aller drei Gruppen sind für die Charakterisierung des PPARγ/MTMR7-
Komplexes von Bedeutung, nämlich die Modifikation durch Phosphorylierung, die Interaktion 
mit HSP90 sowie insbesondere die Änderung des zellulären Kompartiments, und sollen im 
Nachfolgenden näher beschrieben werden. 
 
Phosphorylierung 
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Entsprechend seiner zentralen Rolle den Glucose- und Fettmetabolismus betreffend und 
seiner antiproliferativen Eigenschaften ist die Aktivierung von Insulin- und 
wachstumsfaktorgekoppelten Signalkaskaden der der Phosphorylierung des Kernrezeptors 
zugrunde liegende Schritt[8].  Die Phosphorylierung des Kernrezeptors führt dabei entweder 
zur Förderung oder Hemmung der Rezeptoraktivität, je nach Ort und ausführender Kinase: 
Phosphorylierung  des Serinrests Ser112 der AF1-Domäne durch Cyclin-dependent kinase 
(Cdk)7 und 9[105] führt dabei zu verstärkter PPARγ-Aktivität, während die Phosphorylierung 
durch Mitogen-activated Proteinkinasen (MAPK), die AMP-aktivierte Proteinkinase und die 
Proteinkinase C [8,106] zur Reduktion der Ligandenbindungsstärke[107] führt, was eine 
Interaktion zwischen der AF1-Domäne und der Ligandenbindedomäne nahelegt[8,106]. 
Insbesondere die PPARγ-inhibitorische Funktion der MAP-Kinasen „Extracellular-signal-
regulated“-Kinasen (ERK)1 und ERK2 ist auf Grund ihrer Rolle als Effektoren der Ras-Kaskade 
in Zusammenhang mit der Pathogenese des kolorektalen Karzinoms relevant.  
Darüber hinaus kristallisierte sich in jüngster Zeit die Bedeutung der Cdk5 als PPARγ-Regulator 
heraus: Aktiviert nicht durch Cycline, sondern durch p35 und p25 – Zielenzyme zahlreicher 
Zytokine – inhibiert die Cdk5 die PPARγ-Aktivität durch Phosphorylierung der 
Ligandenbindedomäne und stellt so eine Verbindung dar zwischen den mit dem 
metabolischen Syndrom assoziierten proinflammatorischen Signalwegen und der Regulation 
der Insulinsensitivität[45,108]. Zusätzlich stimuliert Cdk5 die Phospholipase D2 und somit die 
Produktion des PPARγ inhibitorischen Liganden CPA[109]. Dabei besteht in der Beteiligung am 
Vesikelverkehr insbesondere im Zentralnervensystem die Möglichkeit eines 
Anknüpfungspunktes zwischen Myotubularinen und der PPARγ-Regulation durch Cdk5. 
 
Die HSP90/PPARγ-Interaktion 
 
Bezüglich der Interaktion des Kernrezeptors mit Adapterproteinen soll hier insbesondere auf 
die Interaktion des Hitzeschockproteins HSP90 mit dem Kernrezeptor eingegangen werden, 
weil diese, wie unten beschrieben, einen weiteren Ansatzpunkt für die Beschreibung des 
Zusammenspiels des Kernrezeptors PPARγ mit der Phosphatase MTMR7 darstellt. Hier ist es 
insbesondere die Arbeit von Wheeler et al., die eine erste, genauere Beschreibung der 
Interaktion bietet. In der genannten Arbeit wird einerseits ein reziproker Zusammenhang 
zwischen HSP90-Hemmung und der genomischen Aktivität des Kernrezeptors in vitro gezeigt, 
gleichzeitig führte eine Überexpression von HSP90 zu einem Anstieg des PPARγ-
Proteinniveaus und einer verstärkten Aktivität des Kernrezeptors. Als Zelllinie verwendeten 
Wheeler et al. dabei HEK293 Zellen, eng verwandt mit der in dieser Arbeit verwendeten 
Zellinie HEK293 T. Zudem konnte gezeigt werden, dass PPARγ und HSP90 in vivo einen 
Proteinkomplex bilden[104]. 
 
Die MAPK-vermittelte Änderung der subzellulären Lokalisation 
 
Die Änderung des zellulären Kompartiments stellt eine schnelle und häufige Möglichkeit zur 
Aktivierung oder Inhibition intrazellulärer Signalkaskaden dar. Im Fall des Kernrezeptors 
PPARγ ist eine Lokalisationsänderung von nukleär nach zytosolisch, einhergehend mit einer 
erniedrigten genomischen Aktivität des Rezeptors, ein häufiges Ereignis in soliden Tumoren 
des Magens ([110]), im Plattenepithelkarzinom der Lunge [111] und der Mamma [112]. Es   
konnte von Burgermeister et al. gezeigt werden, dass es die Interaktion mit dem Protein MEK1 
ist, die nach Phosphorylierung der Kinase in Folge der Aktivierung Ras-abhängiger 
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Signalkaskaden zu einem Export des Kernrezeptors aus dem Nukleus in das Zytosol führt [113]. 
Dabei ist es eben diese Lokalisationsänderung, die eine Interaktion des Kernrezeptors mit 
zytoplasmatischen Proteinen wie MTMR7 ermöglicht und mitverantwortlich gemacht wird für 
Effekte der Therapie mit PPARγ-Agnoisten, die nicht durch die genomische Aktivität des 
Rezeptors zu erklären sind [96]. 
 
1.4  Myotubularin Related Protein 7 
Wie eingangs erwähnt, sind aktivierende Mutationen von Proteinen wachstumsfaktor-
assoziierter Signalkaskaden, abgesehen von ihrer Rolle als prognostische Marker für ein 
schlechteres Überleben, ein Hauptgrund für das Nicht-Ansprechen zielgerichteter Therapien 
gegen den EGF-Rezeptor. Hierzu zählen neben den oben genannten Mutationen der Ras-Gene 
auch aktivierende Mutationen der PI3-Kinase, die als Veränderungen des PIK3CA-Gens in 10 – 
20% der kolorektalen Karzinome auftreten[114]. Die Rolle PPARγ-Proteins als Induktor Ras-
inhibitorischer Proteine, der in der Lage ist den Ras-vermittelten Phänotyp von Neoplasien des 
Gastrointestinaltrakts abzumildern, wurde oben dargestellt, ebenso der der für die Reduktion 
der genomischen Aktivität des Kernrezeptors durch die aktivierte Ras-Kaskade 
verantwortliche Mechanismus. Das resultierende Übergewicht der zytosolischen im Vergleich 
zur ·nukleären PPARγ-Fraktion stellt aus zwei Gründen die Grundlage für weitere 
Untersuchungen im Rahmen der onkologischen Forschung dar. Zum einen ist mit der 
Lokalisationsänderung des Kernrezeptors von nukleär nach zytosolisch ein Mechanismus der 
Ras-Hemmung ausgeschaltet. Zum anderen stellt diese zytosolische Fraktion als von der 
genomischen Aktivität des Kernrezeptors unabhängiger Ligandenpool eine mögliche Ursache 
für die mit Glitazonen assoziierten Nebenwirkungen dar.  
Diese Überlegungen führten zur gezielten Suche nach zytosolischen Bindepartnern des PPARγ-
Proteins. Durch massenspektrometrische Analyse zytosolischer PPARγ-Immunpräzipitate 
durch Elke Burgermeister und Teresa Friedrich[115] gelang neben der Identifikation des 
Docking Proteins (DOK) 1 der Nachweis einer Komplexbildung zwischen dem Kernrezeptor und 
dem Myotubularin Related Protein (MTMR)7. 
Der nachfolgend soll nun die bisher unbekannte Rolle des MTMR7 Proteins im kolorektalen 
Karzinom und die Bedeutung der Interaktion mit dem Kernrezeptor PPARγ näher beleuchtet 
werden. 
 
1.4.1 Der PI3K-Signalweg  
Bevor eine eingehendere Diskussion der Myotubularine und des Myotubularin-Related-
Protein 7, dem zentralen Thema dieser Arbeit, stattfinden kann, ist eine kurze Betrachtung 
der Phosphatidylinositole vonnöten, der Gruppe sekundärer Botenstoffe, die den 
Substratpool der Myotubularine darstellt und die ihre Aktivität mit zahlreichen zellulären 
Funktionsfeldern verknüpft.  
Phosphatidylinositole bestehen wie alle Phosphoglyceride aus einem Glyceringrundkörper 
verestert mit zwei apolaren, durch Fettsäuren gebildeten Resten und einer polaren 
Kopfgruppe, in diesem Fall gebildet durch einen über einen Phosphosäurediester gebundenen 
Inositolrest, wobei die Membranintegration insbesondere in die Innenschicht der 
Zellmembran durch die beiden apolaren Fettsäurereste vermittelt wird[116], während die 
polare Kopfgruppe Interaktionen mit zytoplasmatischen Proteinen ermöglicht. Durch 
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Phosphorylierung der OH-Gruppen dieses Inositolrests entstehen die unterschiedlichen 
Derivate des Phosphoinositstoffwechsels, dargestellt in Abbildung 3.  
Neben ihrer Bedeutung für ein funktionelles Endozytosenetzwerk ist es ihre Funktion im 
Rahmen der Zytoskelettorganisation und Polarität[117] und vor allem ihre Rolle als 
sekundärer Botenstoff Wachstum-stimulierender Signalkaskaden, die Synthese und Abbau 
der Phosphatidylinositole seit langem zum Gegenstand onkologischer Forschung machen. 
Einen Überblick über die Funktion der einzelnen Phosphoinositderivate und ihre Synthese gibt 
wiederum Abbildung 3.  
 
Abbildung 4. Der Phosphatidylinositol-Metabolismus Dargestellt sind die Produkte und 
Edukte des Phosphatidylinositol-Metabolismus (schwarze Kästen) sowie die die Hin-oder 
Rückreaktion (Pfeile) katalysierenden Enzyme, wobei es sich bei den rot markierten um 
Phosphatasen und bei den grün umrandeten um Kinasen handelt. Die farbig unterlegten 
Flächen geben Auskunft über die zellphysiologische Funktion. Aus der Grafik lässt sich 
einerseits ablesen, dass eine Änderung der Konzentration eins 
Phosphatidylinositolphosphats zwangsläufig eine Verschiebung des Produkt-Edukt-
Gleichgewichtes nach sich zieht, sodass sich der gesamte PIP -Metabolismus in die eine oder 
andere Richtung verschieben kann. Diese Aussage muss dadurch relativiert werden, dass die 
katalysierenden Enzyme und Substrate relativ fest bestimmten Membrankompartimenten 
zugeordnet sind. So finden sich die meisten Myotubularine vesikelassoziiert, während die 
PI3-Kinasen insbesondere an der zytoplasmatischen Zellmembran lokalisiert sind. Besondere 
Bedeutung kommt in dieser Grafik den beiden AKT-aktivierenden Phosphatidylinositolen 
PtdIns(3,4,5)P3 und PtdIns(3,4)P2 zu. Im Hier diskutierten Zusammenhang lässt sich eine 
Reduktion des Produktpools von INPP4 und PTEN postulieren, was zu einer gesteigerten 
Aktivität der beiden Enzyme und der Phosphatase SHIP und damit zu einer Reduktion des 
PtdIns(3,4,5)P3- und PtdIns(3,4)P2-Pools führen könnte. (nach Hnai et al., Balla et al. & 
Bunney et al.) 
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Im Nachfolgenden soll insbesondere das durch Klasse 1 PI3-Kinasen vermittelte Signaling 
näher beleuchtet werden, da es einerseits im Rahmen des kolorektalen Karzinoms von 
Bedeutung ist [117-119] und andererseits, wie weiter unten beschrieben, in nicht 
unerheblichem Maße durch MTMR7 beeinflusst wird. 
Es existieren drei Klassen von PI3Ks, deren Hauptfunktion in der Phosphorylierung von  
Phosphatidylinsoitol an Position 3 des Inositrings liegt. Dabei sind es insbesondere die 
Isoformen der Klasse 1, die das für die Signaltransduktion wachstumsfaktoraktivierter 
Signalkaskaden notwendige PtdIns(3,4,5)P3 und PtdIns(3,4)P2 synthetisieren, während 
Mitglieder der Klasse 2 PtdIns(3)P und zu einem geringen Teil PtdIns(3,4)P2 bilden und Klasse 
3 PI3Ks ausschließlich die Synthese von PtdIns(3)P katalysieren[120]. Die Mitglieder aller drei 
Klassen bestehen aus einer katalytischen und einer regulatorischen Untereinheit, die 
insbesondere als Adapterprotein fungiert. Im Fall der insbesondere für die Betrachtung der 
Zelllinie HCT116 relevanten PI3K der Klasse 1 Gruppe A handelt es sich bei der regulatorischen 
Untereinheit um das Protein p85[121], das die katalytischen Untereinheiten p110α, p110β 
und p110δ, Produkte der Gene PI3KCA, PI3KCB und PI3KCD bindet.  
Das initiale Moment für die drei Mechanismen, die zur Aktivierung der PI3K führen, ist die 
Ligandenbindung, Dimerisierung und Autophosphorylierung von Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen[122]. Der erste Aktivierungsmechanismus resultiert aus der Bindung von p85 an 
phosphorylierte Reste der RTK, der zweite ist die Folge der Bindung der Adapterproteine GRB2 
an den RTK, gefolgt von der Rekrutierung des Proteins GAB an GRB2, was wiederum die 
Bindung von p85 nach sich zieht. Der dritte Mechanismus stellt das entscheidende Bindeglied 
zwischen PI3K und den Ras-vermittelten Signalkaskaden dar: Nach Bindung und Aktivierung 
des Proteins SOS erfolgt die Aktivierung von Ras, was zu einer p85-unabhängigen Aktivierung 
der katalytischen Untereinheit von p85 führt und ein zentrales Ereignis der Ras-vermittelten 
Tumorigenese zumindest in Tumoren der Haut und Lunge darstellt[121]. Entsprechend führt 
dieser dritte Mechanismus nicht nur zur Aktivierung der p85-abhängigen Untereinheiten α, β 
und δ, sondern aktiviert gleichsam die katalytische Untereinheit p110γ[123]. Aktivierende 
Mutationen  des Gens PI3KCA der katalytischen Untereinheit p110α finden sich in einem 
signifikanten Anteil kolorektaler Karzinome[124], wobei es sich insbesondere um zwei 
Punktmutationen der helikalen Domäne und die Mutation H1047R in der Kinase-Domäne 
handelt. Letztere, die auch in der Zelllinie HCT116 vorliegt[125], führt zu einer zusätzlichen, 
Ras-Aktivierung unabhängigen Stimulation durch p85[121].  
Die Aktivierung der PI3K bedingt die Synthese der sekundären Botenstoffe  PtdIns(3,4,5)P3 
und PtdIns(3,4)P2. Diese Ereignis ermöglicht die Membranbindung und Assoziation von PH-
Domäne-haltigen Proteinen wie der Phosphoinositide-dependent Kinase 1 (PDK1) und AKT, 
was wiederum zur Phosphorylierung des Threonin 308-Rests von AKT durch PDK1[126] und 
somit zum ersten Schritt der AKT-Aktivierung führt. Die vollständige Aktivierung von AKT 
erfolgt durch die Phosphorylierung des Serin 473-Rests durch den mTORC2, im Sinne einer 
positiven Rückkopplung[127]. AKT-Aktivierung führt schließlich einerseits über die Hemmung 
proapoptotischer Effektoren der Bcl-2-Familie[128], negative Regulation von NF-κB und 
forkhead-Transkriptionsfaktoren und p53-Antagonisierung [121] zu vermehrtem 
Zellüberleben und fördert über die Aktivierung der mTOR-Komplexe 1&2 und deren 
Effektoren wie dem ribosomalen S6 Protein[129] die Proteinsynthese. 
Eine weitere, zentrale Funktion von AKT besteht neben den beschriebenen, Zellwachstum 
fördernden Effekten in der Vermittlung anti-diabetischer Funktionen. Insbesondere die 
Isoformen AKT2 und AKT3[130] vermitteln dabei nach Insulinstimulation die Senkung des 
Blutzuckerspiegels durch Translokation des Glukosetransporters GLUT4 in die Zellmembran 
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und die Hemmung der Glukoneogenese durch negative Regulation der Gene der 
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase und Glukose-6-Phosphatase[129]. Diese 
isoformspezifischen Effekte sind in Individuen mit diabetischer Stoffwechsellage gestört, was 
zur Insulinresistenz bezüglich der metabolischen Effekte von AKT führt, gefolgt von einer 
reflektorischen Hyperinsulinämie.  
1.4.2 Myotubularine 
Die Gruppe der Myotubularine beinhaltet 16 strukturell verwandte, evolutionär konservierte 
Proteine, denen neben enger struktureller Verwandtschaft die Regulation des zellulären 
Phosphtatidylinositol (PtdIns)(3)P- und PtdIns(3,5)P2-Gehalts durch Förderung oder direkte 
Dephosphorylierung als verbindendes Element zu eigen ist. Trotz ihrer strukturellen 
Homologie weisen das erstbeschriebene Myotubularin (MTM1) und die 15 Myotubularin-
Related-Proteins (MTMRs), bedingt durch unterschiedliche Gewebsexpression, subzelluläre 
Lokalisation und Regulation durch Komplexformation mit diversen Bindepartnern jeweils 
eigenständige Funktionsprofile auf. Durch die Beeinflussung der als sekundäre Botenstoffe 
fungierenden Phosphatidylinosesitole beeinflussen sie zentrale, zelluläre Mechanismen wie 
Autophagie, Proliferation, Vesikeltransport und die Funktion von Ionenkanälen. 
 
1.4.2.1 Struktur & Substrate 
Die zentralen Domänen, strukturell konserviert und charakteristisch für fast alle als 
Myotubularine klassifizierten Proteine, sind die Protein-Tyrosin-Phosphatase-Domänen 
dualer Spezifität mit CX5R-Motiv, die Pleckstrin-Homology-Glucosyltransferase, Rab-like 
GTPase Activator (PH-GRAM)-Domäne und eine „coiled-coil“-
Heterodimerisierungsregion[129,131,132]. Andere Domänen von zentraler Bedeutung für die 
Funktion und Regulation der Myotubularine bilden die Set-Interaction-Domäne (SID) und die 
Rac-Induced-Recruitment-Domäne (RID) (s. Abbildung 5). 
 
 
 
 
Das eigentliche katalytische Zentrum der Myotubularine wird durch die das CX5R(Cys-X5-Arg)-
Motiv enthaltende Domäne gebildet, welche gleichzeitig das charakteristische Merkmal von 
Proteinphosphatasen[132] bildet. Proteinphosphatasen setzten Phosphoester durch 
Hydrolyse unter Verwendung eines Cystein-Rests als Nukleophil und eines Arginin-Rests als 
Sauerstoffakzeptor um. Myotubularine nutzen diesen Mechanismus jedoch nicht primär zur 
Dephosphorylierung von Proteinresten, sondern zur Beeinflussung des zellulären Sekundärer 
Botenstoff-Pools durch Umsetzung von Phosphatidylinositolen. Diese Selektivität für 
Abbildung 5. Der schematische Aufbau der Proteine der Myotubularin-Familie. PH-
GRAM: Pleckstrin-Homology-Glucosyltransferase Rab-like GTPase Activator; RID: Rac-
Induced-Recruitment-Domäne; PTP: Protein-Tyrosin-Phosphatase-Domäne; SID: Set-
Interaction-Domäne; „coiled-coil“-Heterodimerisierungsdomäne.[129,133] 
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Phosphoinositide stellt dabei das entscheidende Alleinstellungsmerkmal der MTMs innerhalb 
der Gruppe der Proteinphosphatasen dar. 
Dabei sind drei strukturelle Charakteristika von besonderer Bedeutung: Zum einen die positive 
Ladung der Proteinoberfläche, die eine unspezifische elektrostatische Interaktion mit negativ 
geladenen, PtdIns-enthaltenden Membranen ermöglicht. Zum anderen sind die Maße der 
Substratbindetasche auf die der PtdIns abgestimmt und drittens wird eine Selektivität 
gegenüber lipophilen Substraten durch eine hydrophobe, die Substratbindetasche 
abschirmende Helix ermöglicht.[134] Diese Charakteristika vermitteln die Substratspezifität 
der Myotubularine bezüglich Phosphoinositiden. Hierbei zeigt sich in vitro die stärkste 
Affinität bezüglich der Phosphatgruppe an Position Drei des Inositol-Rings insbesondere des 
Monophosphats PI(3)P und des Bisphosphats PI(3,5)P2[129,133]. Eine Ausnahme stellen 
MTMR7 (s.u.) und MTMR14 dar, das zusätzlich eine signifikante Aktivität gegenüber 
PtdIns(3,4)P2 und PtdIns(4,5)P2 aufweist [129]. 
Mutationen des katalytischen Zentrums, die einen Ersatz der Aminosäure Cystein oder Arginin 
zur Folge haben, führen dazu, dass nahezu die Hälfte der Myotubularine nicht katalytisch aktiv 
sind[132,134] (Abbildung 6). 
Neben dem bereits beschriebenen katalytischen Zentrum sind weitere Domänen MTM-
typisch und von Bedeutung für die Regulation der Proteinfunktion: Die PH-GRAM-Domäne 
vermittelt über die Bindung von PtdIns(5)P [129], PtdIns(3,5)P2, PtdIns(4)P und PtdIns(3,4,5)P3 
[135] die Interaktion zwischen Enzym und Substrat. Durch die eingangs erwähnten Domänen 
RID, SID und Coiled-Coiled wird der zentrale Regulationsmechanismus bezüglich 
enzymatischer Aktivität und subzellulärer Lokalisation vermittelt: Die Homo- oder 
Heterodimerisation – insbesondere mit katalytisch inaktiven MTMRs – und die Interaktion mit 
Proteinen anderer Familien. Insbesondere die „coiled-coil“-Heterodimerisierungsdomäne 
vermittelt dabei die Interaktion mit anderen Myotubularinen[129,133,136], während die 
anderen diese entweder verstärken (SID)[136] oder für Proteininteraktionen mit anderen 
Proteinklassen, wie beispielsweise der Klasse 3 PI3K[137], von Bedeutung sind. 
 
1.4.2.2 Klassifikation & subzelluläre Lokalisation 
Auf Grundlage der phylogenetischen Analyse lässt sich die Gruppe der Myotubularine in 
strukturell verwandte Cluster einteilen, wobei sich drei für aktive und drei für inaktive 
ermitteln lassen [138]. Mir erscheint jedoch eine Einteilung auf Grundlage der Komplexbildung 
aktiver und inaktiver Myotubularine sinnvoller, da sie zum einen strukturelle Charakteristika, 
die die Komplexformation ermöglichen, subsumiert und dadurch auch die erstgenannte 
Einteilung aufgreift und zum anderen die funktionellen Unterschiede der einzelnen 
Myotubularine berücksichtigt. Eine solche Einteilung soll nachfolgend entwickelt werden und 
ist in Abbildung 6 dargestellt.  
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Auf Grundlage der Komplexformationen lassen sich aktive und inaktive Myotubularine in vier 
Gruppen einteilen: Die erste Gruppe umfasst die aktiven Enzyme MTM1 und MTMR2, die 
Komplexe mit den inaktiven Myotubularinen MTMR10 und 12 und im Fall von MTMR2 
zusätzlich mit MTMR13 und MTMR5 [129,131] bilden. Gruppe Zwei nehmen MTMR3 und 
MTMR4 ein, die beiden aktiven Myotubularine, die jeweils miteinander interagieren, während 
die dritte Gruppe, gebildet von den enzymatisch aktiven MTMR6, 7 und 8, durch die 
Komplexformation mit MTMR9[131,139] charakterisiert ist. 
Die vierte Gruppe wird gebildet durch die Myotubularine 11, 14 und 15, die sich nicht in die 
drei oben beschriebenen einordnen lassen. Dabei existiert bisher keine Beschreibung der 
Abbildung 6. Subzelluläre Lokalisation (graue Kästen), aktive (orangene Kästen) und inaktive 
(blaue Kästen) Mitglieder der Myotubularin-Familie sowie die Komplexbildung der einzelnen 
Proteine untereinander. Anhand der Komplex-Formation lassen sich MTM1, MTMR2, MTMR 
10,12,13 & 5, MTMR3 & 4 sowie MTMR6-9 als Untergruppen zusammenfassen. MTMR14 und 
11 lassen sich auf diese Weise – bisher – nicht einordnen. [129,131,133,139] 
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Funktion von MTMR11, es scheint sich jedoch um ein inaktives Enzym zu handeln[131]. Die 
Einordnung von MTMR15 in die Gruppe der Myotubularine steht aktuell aufgrund seiner für 
diese Proteinfamilie einzigartigen Funktion als DNA-Reparaturenzym[140] und der geringen 
strukturellen Verwandtschaft mit den anderen Myotubularinen[129] aktuell zur Diskussion. 
Eine Interaktion zwischen MTMR14 und anderen Myotubularinen ist nicht beschrieben und 
aufgrund der Tatsache, dass MTMR14 weder über eine „coiled-coil“-
Heterodimerisierungsdomäne noch über eine der anderen Domänen, die in Zusammenhang 
mit myotubularintypischen Interaktionsmechanismen beschrieben[129] sind, verfügt, 
unwahrscheinlich.  
In Anbetracht der strukturellen und mechanistischen Ähnlichkeit der unterschiedlichen 
Myotubularine, die dennoch unterschiedliche, zelluläre Funktionen erfüllen, wird die 
intrazelluläre Lokalisation als ein Hauptregulationsmechanismus der funktionellen Spezifität 
der MTMs angesehen[129,134]. Der gegenwärtige Kenntnisstand diesbezüglich ist in 
Abbildung 6 wiedergegeben. Zu beachten ist dabei, dass bezüglich der exakten, subzellulären 
Lokalisation insbesondere Detektionsmethoden, die auf dem Nachweis ektopen, 
beispielsweise GFP-markierten Proteins beruhen, heterogene Ergebnisse liefern. In 
Anbetracht der Bedeutung der Komplexbildung für die Myotubularinfunktion, die in 
Überexpressionsexperimenten selten und am wenigsten in physiologischem Verhältnis 
simuliert wird, sind dies auf Überexpression beruhenden Lokalisierungsnachweise äußerst 
kritisch zu bewerten. Deshalb wurde die Übersichtsgrafik, wo immer möglich, auf Grundlage 
des Nachweises des entsprechenden, endogen-produzierten, unveränderten Proteins erstellt.  
1.4.2.3 Regulation 
Wie bereits erwähnt, stellt die Komplexbildung mit anderen Myotubularinen den 
Hauptregulationsmechanismus dieser Enzymklasse dar. Dabei zeigen sich zwei grundlegende 
Prinzipien in der Beeinflussung der Aktivität aktiver MTMs durch inaktive, dargestellt in 
Abbildung 6: Zum einen führt die Interaktion zu einer erheblichen Verstärkung der 
katalytischen Aktivität des aktiven Bindepartners (grüne Verbindungslinien). Zum anderen 
regulieren inaktive Myotubularine die Lokalisation ihrer aktiven Komplexpartner abhängig 
vom Aktivierungsstatus der Zelle[129].  
Eine Komplexformation findet sich jedoch nicht ausschließlich zwischen enzymatisch aktiven 
und inaktiven Myotubularinen, sondern erstreckt sich auch auf Enzyme anderer Klassen. 
Beispielsweise interagieren MTM1 und MTMR2 in einem Multiproteinkomplex mit der 
PI3KC3, was die Inaktivierung der beiden Myotubularine zur Folge hat[137]. Der Effekt der 
Komplexformation zwischen MTMR7 und dem Kernrezeptor PPARγ ist ein Gegenstand dieser 
Arbeit. 
 
1.4.2.4 Zelluläre Funktion 
Die Charakterisierung der zellulären Funktionen von Myotubularin und der verwandten 
Proteine ist gegenwärtig Gegenstand intensiver Forschung. Dabei lassen sich vier  
Hauptfunktionsfelder ausmachen, in denen eine adäquate MTM-Funktion von Bedeutung ist: 
Über die Analyse der Lokalisation der MTM-Substrate PtdIns(3)P und PtdIns(3,5)P2 konnte die 
Beteiligung der Myotubularine an der Regulation des Membranverkehrs im Rahmen von 
Endo- und Exozytose[129,133], Makropinozytose[141] und Autophagozytose[133,142,143] 
nachgewiesen werden. Die Analyse der Pathophysiologie neuromuskulärer Erkrankungen 
erbrachte den Nachweis der Relevanz der Myotubularine für die strukturelle Integrität 
quergestreifter Muskulatur[129,144] und die Regulation des intrazellulären Kalzium-[145] und 
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Kaliumhaushalts[146]. Drittens fand sich mit der Beeinflussung des intrazellulären EGFR-
Verkehrs eine Schnittstelle zu den PI3K-assoziierten Signalkaskaden[129,137] und viertens 
zeigte sich in zahlreichen Untersuchungen ein deutlicher Einfluss auf die Aktivität der AKT-
mTORC-Kaskade[142,147,148] und damit auf Proliferation und Differenzierung. Es ist 
insbesondere dieser letzte Aspekt, der aufgrund seiner Bedeutung im Kontext maligner 
Erkrankungen im weiteren Verlauf näher beleuchtet werden soll. 
 
1.4.2.4.1 Die Beeinflussung EGFR-vermittelter Signalkaskaden durch Myotubularine 
 
Die Bedeutung der Myotubularine liegt, folgt man der aktuelle Literatur, in der Unterstützung 
Zellwachstum fördernder, zellulärer Mechanismen, insbesondere im Rahmen der neuronalen 
und muskulären Entwicklung[129,133].  
So werden die enzymatisch aktiven Myotubularine MTM1, MTMR1 &2, 
MTMR6[139],7[149],8[143] und MTMR12 aufgrund der durch sie vermittelten Hemmung der 
PARP- und Kaspase vermittelten Apoptose funktionell als „survival phosphatases“ 
zusammengefasst[133].  
Bezüglich des EGF-vermittelten PI3K-Signalings wird ebenfalls eine fördernde Rolle 
unterschiedlicher Mitglieder der Myotubularinfamilie diskutiert. So zeigten Razidlo et al., dass 
MTM1 mit einer Reduktion des Phospho-AKT-Gehalts einhergeht[147], MTM1 also die AKT-
Funktion fördert, genau wie die Überexpression von MTMR2 [150], die zusätzlich zu einer 
verminderten EGFR-Degradation[129] und vermehrter ERK1/2-Phosphorylierung [151] führt. 
Für MTM1-defiziente Mäuse zeigte sich zusätzlich eine Einschränkung der mTORC1-
Funktion[142]. Dabei konnte gezeigt werden, dass dieser Myotubularinfunktion die  
Reduktion des PtdIns(3)P- und PtdIns(3,5)P2-Gehalts zugrunde liegt[147]. Angesichts der 
Kolokalisation der entsprechenden Myotubularine mit diesen Substraten auf frühen und 
späten Endosomen[129,131,133] wird als Hauptmechanismus der PtdIns(3P)- und 
PtdIns(3,5)P2  Depletion eine Änderung des Vesikeltransports und der Proteinsortierung 
angenommen[129,133]. Die vermehrte ERK1/2-Phosphorylierung wäre dann ein indirekter 
Effekt beispielsweise des verminderten EGFR-Abbaus. Die Frage, ob nicht auch eine 
Verschiebung des SubstratGehalts der PI3-Kinasen zu einem veränderten Anfall von 
beispielsweise PtdIns(3,4,5)P3 führen könnte, wird in der Diskussion weiter besprochen. 
Weitere Möglichkeiten der Beeinflussung intrazellulärer Signalkaskaden durch Myotubularine 
sind die direkte Proteindephosphorylierung, gezeigt für MTMR4 und SMAD-
Proteine[152,153]. Zusätzlich konnte zumindest in Zusammenhang mit der PI3K Klasse 3 
vermittelten Zytoskelettregulation eine direkte negative Regulation des PtdIns(3)P-bildenden 
Enzyms durch Komplexbildung mit MTMR8 belegt werden[154].  
Insgesamt werden Myotubularine jedoch als Förderer des PI3K-Signalings angesehen und 
dieser positiven Regulation wachstumsfördernder Signalkaskaden wurde bisher insbesondere 
im Zusammenhang mit neuromuskulären Störungen Bedeutung zugeschrieben. So ist der 
Funktionsverlust von MTM1 pathophysiologisches Korrelat der X-gekoppelten 
zentronukleären Myopathie[129] und Mutationen von MTMR2 und seinem Bindepartner 
MTMR13 sind verantwortlich für die peripheren Neuropathien M. Charcot-Marie-Tooth Typ 
4B1[155] & 2[156]. Das einzige MTMR, das bisher in Verbindung mit soliden Tumoren 
beschrieben wurde, ist MTMR3. Bereits 2004 beschrieben Yoo et al. eine 
wachstumshemmende Wirkung in der NSCLC Zelllinie H1299, einhergehend mit einem 
Zellzyklusarrest in G1 und einer Induktion des CDK-Inhibitors p27[157]. In einer aktuellen 
Arbeit konnten diese Ergebnisse jedoch zumindest für kolorektale Karzinomzelllinien nicht 
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reproduziert werden. MTMR3-Knockdown führte in diesem Zusammenhang zu vermehrter 
Apoptose und Zellzyklusarrest[158]. 
 
1.4.2.5 MTMR7 – Struktur, Funktion und Regulation 
Nachdem in den Kapiteln zuvor ein Überblick über die Struktur und Regulation von 
Myotubularinen im Allgemeinen und mit Hinblick auf ihre Rolle bezüglich malignom-
relevanter Signalkaskaden im Speziellen gegeben wurde, soll nun der gegenwärtige 
Forschungsstand über MTMR7, dem eigentlichen Gegenstand dieser Arbeit, umrissen werden.  
Die erste und bisher einzige ausführlichere Beschreibung von MTMR7 wurde 2003 von 
Mochizuki et al. verfasst[136]. Murines MTMR7-Protein basiert auf einer 1983 bp 
umfassenden Sequenz kodierend für ein Proteinprodukt von 75,6 kDa und eine 53,9 kDa 
umfassende Spleissvariante. Das Protein beinhaltet neben einer aktiven katalytischen 
Untereinheit mit funktionellem CX5R-Motiv myotubularintypisch eine SID und eine „coiled-
coil“-Heterodimerisierungsdomäne (s.o.). Der Effekt des Spleissens besteht im Verlust eben 
dieser „coiled-coil“-Heterodimerisierungsdomäne, wahrscheinlich mit der Folge einer 
gestörten Protein-Proteininteraktion.  
In der betreffenden Arbeit wurde MTMR7-RNA-Expression in murinem Hirn-, Leber-, Nieren- 
und Hodengewebe nachgewiesen, mit der höchsten Konzentration im ZNS. MTMR7-Protein 
wurde ausschließlich im Hirngewebe nachgewiesen. Auf zellulärer Ebene findet sich GFP-
markiertes MTMR7 in kernnahen und zytoplasmatischen Granula. Diese Aussage muss jedoch 
vor dem Hintergrund der unphysiologischen Verteilung der Myotubularine nach 
Überexpression, was zu einer zytosolischen Anreicherung der Proteine führt[131], betrachtet 
werden. 
Die enzymatische Aktivität von MTMR7 richtet sich, myotubularintypisch, gegen das 
membrangebundene PtdIns(3)P, jedoch mit einem im Vergleich zu MTM1-MTMR2 
niedrigeren Aktivitätsniveau, vergleichbar mit dem von MTMR6[136,159]. MTMR7 ist jedoch 
das einzige Enzym dieser Familie, das ein wasserlösliches Substrat (Ins(1,3)P2) erkennt, und 
zwar mit einer deutlich höheren Affinität verglichen mit der des membrangebundenen 
Bisphosphats[136], wobei die funktionelle Bedeutung dieses Produkts noch weitgehend 
unbekannt ist. 
Das entscheidende Moment für die Regulation der MTMR7-Aktivität ist die 
Komplexformation. Diese findet, genau wie für MTMR6 und 8 beschrieben, zwischen dem 
enzymatisch aktiven MTMR7 und der inaktiven Form MTMR9 statt und führt zu einer 
signifikanten Steigerung der enzymatischen  Aktivität. Der größte Teil des MTMR7-Proteins 
liegt in diesem Komplex vor, wobei die entscheidende Struktur für die MTMR7/MTMR9-
Interaktion die „coiled-coil“-Heterodimerisierungsdomäne darstellt.[136]  
Die funktionelle Bedeutung  von MTMR7 ist noch weitgehend unbekannt. Neben 
epidemiologischen Studien, die Verbindungen zwischen dem MTMR7-Genvarianten und 
Prionenkrankheiten[160] bzw. dem Infarktvolumen in Zusammenhang mit zerebralen 
Ischämien[161] herstellten, sind es vor allem die Arbeiten von MacKeigan et al. aus dem Jahr 
2005[149] und Guo et al.[162] aus dem Jahr 2013, die dieses Thema näher beleuchten. 
Dabei beschreibt die frühere Arbeit MTMR7 auf Grundlage eines RNAi-Screenings als „survival 
phosphatase“, die mit der Caspase-induzierten Apoptose interferiert  [149]. Guo et al. gelang 
in Zusammenhang mit der T-Zelldifferenzierung der Nachweis einer vermehrten AKT-
Phosphorylierung nach RNAi-vermittelter Ausschaltung von MTMR7 in vitro und einen PTEN-
ähnlichen Effekt auf die T-Helferzelldifferenzierung in vitro und in vivo[162]. 
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Bezüglich des MTMR7-Bindepartners MTMR9 sind zwei Aspekte von Bedeutung: Erstens 
unterstützt es in erheblichem Maße die Aktivität seiner Bindepartner MTMR6 und MTMR8 
und fördert so deren Funktion in Autophagozytose[143,163], Apoptose und die Wnt-
Signalkaskade, zentralen Elementen der Biologie kolorektaler Tumore. Dabei zeigte sich eine 
signifikante Reduktion der Apoptoserate nach Etoposid-Therapie[139] durch 
MTMR6/MTMR9-Koexpression, eine Förderung der Autophagozytose durch MTMR8 und 
MTMR6 [143,163] und eine Abhängigkeit des Wnt-Signalings von MTMR6 und MTMR9[164]. 
MTMR9 scheint in diesen Fällen also eine eher tumorfördernde Rolle einzunehmen.  
Zweitens fanden mehrere asiatische, epidemiologische Analysen einen Zusammenhang 
zwischen dem MTMR9-Gen-Polymorphismus rs2293855 und verminderter Glukosetoleranz, 
vermehrter Insulinsekretion bei verminderter Insulinsensitivität [165], Übergewicht [166] und 
dem Metabolischen Syndrom[167]. 
 
1.5 Zielsetzung und Fragestellung 
 
Angesichts der oben beschriebenen Fakten stellt sich also die Frage nach der Rolle des 
Proteins MTMR7 im onkologischen Krankheitsgeschehens, das durch seine Interaktion mit 
PPARγ an der Schnittstelle steht zwischen Zellwachstum fördernden und metabolischen 
Effekten von Rezeptortyrosinkinasen, zwischen den tumorspezifischen Mutationen der Ras- 
und PI3K-abhängigen Signaltransduktion und dem metabolischen Status des betroffenen 
Patienten. 
 
Ziel der nachfolgenden Abschnitte soll es sein, neue Einblicke zu gewähren in die 
Beeinflussung der AKT und ERK1/2 abhängigen Signalwege durch MTMR7, die Bedeutung der 
Interaktion mit PPARγ zu beschreiben sowie den Einfluss auf Zellwachstum und 
Medikamentenwirksamkeit von Chemotherapeutika zu untersuchen. Des Weiteren soll die 
Expression sowohl in murinem Gewebe als auch in Proben humaner kolorektaler Karzinome 
untersucht werden, auch und gerade unter Berücksichtigung des metabolischen 
Hintergrunds. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Material 
2.1.1 Zelllinien 
Name Caco-2  HCT-116 SW480 HEK-293 T 
Ursprungsgewebe[125
] 
Humanes, 
kolorektales 
Adenokarzino
m 
Humanes, 
kolorektales 
Adenokarzino
m  
Humanes, 
kolorektales 
Adenokarzino
m  
Humane 
embryonal
e Niere 
MSI Status [125] MSS MSI MSS  
KRAS [125] wt G13D G12V  
PI3CA [125] wt H1047R wt  
CIMP [125] + + -  
CIN [125] + - +  
TP53[125] E204X wt R273H; 
P309S 
 
Produzent American Type 
Culture 
Collection, 
Manassas, USA 
American Type 
Culture 
Collection, 
+Manassas, 
USA 
American Type 
Culture 
Collection, 
Manassas, USA 
American 
Type 
Culture 
Collection, 
Manassas, 
USA 
Tabelle 1. Charakteristika der verwendeten Zelllinien 
2.1.2 Reagenzien 
1,4-Dithiothreitol (DTT) Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Gene Ruler 50bp DNA Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 
Gene Ruler 1kb DNA Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 
2-Propanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschand  
Albumin Fraktion V Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Ampicillin >99% Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Antigen unmasking solution Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA 
Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH Hess. Oldendorf, 
Deutschland 
Complete Mini Protease inhibitor cocktail 
tablets 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
DH5α Competent Cells Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Dimethylsulfoxid 99,5% GC Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 
ECL Detection Reagents GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont 
Buckinghamshire, UK 
Ethanol 96% (v/v)  Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
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Ethanol absolut zur Analyse Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 
EcoRI Restriktionsenzym 20u/µl New England Biolabs GmbH, Frankfurt, 
Deutschland 
Geneticin (G418) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
GoTaq® Green Master Mix Promega Corporation, Madison, USA 
Histoclear Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
JumpStartTM RedTaq Ready MixTM PCR 
Reaction Mix 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 
LB-Agar (Lennox) Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
LB-Medium (Lennox) Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol Roth GmbH, Karlsruhe, Germany 
PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 
Pertex® Eindeckmedium Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland 
Protein A/G PLUS-Agarose sc-2003 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, 
Deutschland 
Rotiphorese® Gel 30 Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
RNase-free DNase Set QIAGEN GmbH, Hilden, Germany 
Salzsäure  (1N) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
SDS ultra pure Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
T4 Ligase 5 u/μl Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 
TEMED Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
TRIS Ultra Qualität Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Tween® 20 Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Tabelle 2 Reagenzien 
2.1.3 Antikörper 
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204) #9101 
Cell Signaling Technology, Inc., 
Massachusetts, USA 
Phospho-Akt (Ser473) (193H12) #4058 Cell Signaling Technology, Inc., 
Massachusetts, USA 
Phospho-Akt (Thr308) (C31E5E) #207 Cell Signaling Technology, Inc., 
Massachusetts, USA 
Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) 
(D57.2.2E) XP Rabbit mAb #6194 
Cell Signaling Technology, Inc., 
Massachusetts, USA 
Anti-MTMR7 (ab121222) Abcam Ag, Cambridge, England, UK 
Tabelle 3 Antikörper 
2.1.4 Kits 
BCA Protein Assay  Thermo Fisher Scientific, Inc., Surrey, UK 
DAB Peroxidase Substrat  Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA 
QIAshredder QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
QIAquick Gel Extraction  QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
PureYieldTM Plasmid MiniPrep System Promega Corporation, Madison, USA 
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RNeasy® Mini  QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
Vectastain® ABC kit peroxidase Rabbit IgG Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA  
 
VersoTM cDNA Kit Thermo Fisher Scientific, Inc., Surrey, UK 
Tabelle 4 Kits 
2.1.5 Gerätschaften 
Axiovert 40 CFL Mikroskop Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, 
Deutschland 
Axio Imager A.1 Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, 
Deutschland 
LAS 1000 CCD-Camera & Intelligent Dark Box FUJIFILM Europe GmbH, Düsseldorf, 
Deutschland 
Mini-PROTEAN® 3 Cell Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 
Mini-Sub® Cell GT Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 
Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer 
Cell 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 
PowerPac Basic Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 
Tecan Infinite M200 microplate reader TECAN Group Ltd., Männedorf, Schweiz  
25 cm2 and 75 cm2 Zellkulturflaschen BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
6-, 12-, 24- and 96-Well Zellkulturplatten BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
100 mm Zellkulturschale BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Petrischale BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Countess Zellzähler Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Countess Objektträger Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Zentrifuge 5810R  Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Zentrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
HERAcell® 240 Inkubator Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
Deutschland 
NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, 
Deutschland 
LightCycler 480 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
Light Cycler 480 Multiwell Plate 96 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
Tabelle 5 Gerätschaften 
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2.1.6 Software 
Light Cycler 480 Software 1.5 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
CellSens Entry 1.5 Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland  
ImageJ 1.47v Wayne Rasband, National Institutes of 
Health, USA 
GraphPad Prism 6.01 GraphPad Software, Inc, La Jolla, USA 
AxioVision 4.4 Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, 
Deutschland 
Tabelle 6 Software 
2.1.7 Zellkultur 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1x) -
GlutaMAXTM  
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Penicillin-Streptomycin  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Fetal Bovine Serum  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsin-EDTA 0,25% Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
PBS Phosphate Buffered Saline pH 7,4 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
TurboFectTM in vitro Transfection Reagent  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Germany  
Tabelle 7 Zellkultur 
2.1.8 Versuchstiere 
2.1.8.1 db/db CaMKGam-Modell 
14 bis 17 Wochen alte Mäuse des Stamms B6.BKS(D)-Leprdb/J, die neben einer hetero- oder 
homozygoten Mutation des Leptin-Rezeptors ein Knockout der Calmodulinkinase aufwiesen, 
wurden von Dr. rer. nat. Sylvia Katz gezüchtet und zur Verfügung gestellt. Die Organe der 
betreffenden Mäuse wurden direkt nach der Tötung entnommen, der Gastrointestinaltrakt in 
isotoner Kochsalzlösung gespült. Anschließend wurden die Präparate in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -20°C gelagert. 
 
2.1.8.2 C57BL/6J 
Organe von Mäusen des Stamms C57BL/6J wurden direkt nach der Tötung entnommen, der 
Gastrointestinaltrakt in isotoner Kochsalzlösung gespült. Anschließend wurden die Präparate 
in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert. 
 
2.1.9 Zellkultur 
2.1.9.1 Wachstumsbedingungen 
 
Die Kultivierung der Zelllinien Caco-2, HCT 116, HEK-239T und SW480 erfolgte bei 37°C und 
5% CO2 in Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium, das 10% fetal bovine serum (FCS) und 1% 
Penizillin/Streptomycin (s. Materialliste)  enthielt. Die stabilen Klone der Zelllinien HCT und 
SW480 wurden ebenfalls bei 37°C und 5% CO2   in Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium, 
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versetzt mit Penizillin/Streptomycin (Endkonzentration: 1%) und FCS (Endkonzentration 10%) 
sowie G418 (200 µg/ml),  kultiviert.  
 
2.1.10 Nukleinsäurenachweis und Klonierung 
2.1.10.1 RNA-Exktraktion 
 
Zelllysate 
 
Die RNA der in 6-Well-Platten ausgesäten und konfluenten Zellen wurden mit Hilfe des 
peqGOLD Total RNA Kits (Qiagen GmbH) gemäß Herstellerprotokollangaben extrahiert. Die 
Lyse erfolgte mit je 350 µl des βmercaptoethanolhaltigen RNA-Lyse-Puffer T und 70% Ethanol 
in sterilem RNAse-freien dH2O. Die weitere Aufbereitung erfolgte gemäß Herstellerprotokoll. 
Mit Hilfe der DNase I (Qiagen GmbH) wurden etwaige DNA-Verunreinigungen eliminiert und 
die aufgereinigte RNA in RNase-freiem Wasser bei -80°C konserviert. 
 
Murine Gewebe 
 
Die RNA-Extraktion aus murinem Gewebe erfolgte ebenfalls mit Hilfe des peqGOLD Total RNA 
Kits (Qiagen GmbH). Etwa 1-2 mm3  gefrorenen Gewebes wurden gemeinsam mit 600 µl des 
RNA-Lyse-Puffers T zunächst mit einem Homogenisator und anschließend mit Hilfe der 
QIAshredder zerkleinert. Das weitere Vorgehen entsprach dem oben erwähnten.  
 
2.1.10.2 cDNA-Synthese 
 
Nach Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des NanoDrop Spektrophotometers ND-1000 
(PEQLAB Biotechnologie GmbH) wurde 1 µg RNA unter Verwendung des Verso cDNA Kits 
(Thermo Fisher Scientific, Inc.) gemäß Herstellerprotokoll via Reversetranskripase-Reaktion in 
cDNA umgeschrieben. Die mit RNase freiem Wasser auf 50 µl aufgefüllten Proben wurden bei 
-20°C gelagert.  
2.1.10.3 Polymerase-Kettenreaktion 
Der Nachweis der MTMR7-cDNA erfolgte mit Hilfe des GoTagGreen Master Mixes (Promega) 
nach folgendem Pipettierschema:  
 
10 µM 3´Primer 2 µl 
10 µM 5´Primer 2 µl 
GoTaq Green Master Mix (2x) 10 µl 
dH2O 4 µl 
cDNA 2 µl 
Tabelle 8 PCR-Aufbau 
 
Es wurden folgende Sequenzen als Primer verwendet: 
 
hMTMR7 5´ TGCAGAAAATGCTGGAAGTG 
 3´ CACTGCCTTTGCAATGAAGA 
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ChMTMR7 5´ ACAGCCAAAAGGAGAGACGA 
 3´ GCTGGGCTCACTTTGCTTAC 
NhMTMR7 5´ TGACGGCTACCCATGTCATA 
 3´ AATGATTAGGGAGGCCCATC 
mMTMR7 5´ CTGCAGGGAAAGGCTATGAG 
 3´ CAGCCTGAGTTCTCCAGTCC 
Tabelle 9 Primer 
 
hMTMR7, ChMTMR7 und NhMTMR7 dienten dabei als Primer für humanes Gewebe, 
mMTMR7 als Primer für murines. 
Das Verwendete PCR-Programm war wie folgt aufgebaut: 
 
Temp. [°C] T [min] Zyklen 
94 5 1 
94 0,5 40 
55 0,5 
72 0,5 
72 5 1 
4 ∞ 1 
Tabelle 10 PCR-Programm 
 
Es wurden Hybridisierungs-Temperaturen zwischen 50 und 65° ausgetestet, die besten 
Ergebnisse ließen sich bei 55°C erzielen. 
 
2.1.10.4 Quantitative Echtzeit-PCR 
Der quantitative Nachweis der MTMR7 mRNA-Expression erfolgte in verschiedenen murinen 
Geweben mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR. 
H2O 6 µl 
Primer 3´ 2 µl 
Primer 5´ 2 µl 
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (2x 
conc.) 
10 µl 
cDNA 2 µl 
Tabelle 11 Aufbau Echtzeit-PCR 
 
Wie oben dargestellt wurden 18 µl des Reagenziengemischs mit je 2 µl cDNA in je einem Well 
der LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 durch 1-minütiges Rütteln bei 1000 rpm vermischt. 
Pro Probe wurden 2 Reaktionsgefäße befüllt. Die Quantifizierung der cDNA erfolgte mit Hilfe 
des folgenden PCR-Programms: 
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Temp. [°C] T  Zyklen 
95 5 min 1 
95 10 s 45 
55 10 s 
72 5s 
72 2 1 
37 10 1 
Tabelle 12 Echtzeit-PCR-Programm 
 
Die Quantifizierung wird ermöglicht durch eine Bindung des Farbstoffs SYBR Green an PCR-
Produkte, was durch Fluoreszenz zu einer messbaren Emission von Licht führt. Diese ist 
abhängig von der im Reaktionsgemisch vorliegenden DNA-Menge, die sich in jedem Zyklus 
der PCR erhöht. Dabei ist eine valide Messung der Lichtemission ausschließlich in der 
exponentiellen Phase der Reaktion, in der ideale Bedingungen herrschen, möglich.[168] Als 
Ausgangswert für die Quantifizierung der cDNA-Menge diente der cycle threshold (Ct)-Wert. 
Dieser wurde durch Berechnung des Mittelwerts der Probenduplikate jeweils für die zu 
untersuchende Sequenz (hier MTMR7) sowie eine Kontrollsequenz (hier β2-Mikroglobulin) 
und anschließende Subtraktion der Mittelwerte für MTMR7 und β2M ermittelt. Der 
Mittelwert aller CT-Werten diente als Kalibrator, der von den einzelnen CT-Werte 
subtrahiert wurde. Dieser CT-Wert bildete die Grundlage für die Berechnung der 
Expression (Formel: =POTENZ(2;-DDCT)) im Vergleich zur Kontrollsequenz angegeben als n-
fache Expression. 
2.1.10.5 Klonierung 
 
Um MTMR7 in Zellen überexprimieren zu können, wurde die entsprechende Sequenz, 
gewonnen aus der cDNA von HEK293T-Zellen, in den pTarget Vektor (Promega) amplifiziert 
und integriert. Die verwendete PCR war wie folgt zusammengesetzt: 
Reagenz Volumen [µl] 
JumpStart RedTaq Ready Mix (Sigma) 25 
5´Primer 2,5 
3´Primer 2,5 
H2O 15  
Tabelle 13 PCR-Aufbau Klonierung 
 
Das verwendete PCR-Programm verfügte über folgenden Aufbau: 
 
Temp. [°C] T [min] Zyklen 
95 2 1 
95 0,5 40 
60 0,5 
72 2,5 
72 7 1 
4 ∞ 1 
Tabelle 14 PCR-Programm Klonierung 
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Das in 1% Agarosegel aufgereinigte Produkt wurde ausgeschnitten und mit Hilfe des 
Gelextraktionskits (Qiagen) aufbereitet. Das so erzeugte Produkt wurde anschließend gemäß 
Herstellerprotokoll in den TOPO-Vektor integriert. Die entsprechende Reaktion war wie folgt 
aufgebaut: 
 
Reagenz Volumen [µl] 
PCR-Produkt 4,5 
Salzlösung 1,0 
TOPO-Vektor 0,5 
Tabelle 15 Vektor-Integration 
 
Die Reaktion verlief für fünf Minuten auf Eis. 4 µl der Reagenz wurden mit auf Eis 
aufgetautem OneShot E. coli gemischt und für 30 Minuten auf Eis inkubiert, anschließend für 
30s auf 42°C erhitzt und dann wieder für 2 Minuten auf Eis abgekühlt. 400 µl SOC-Medium 
wurden hinzugefügt und die Bakterien für 1 Stunde bei 37°C und 300g inkubiert. Im 
Anschluss erfolgte die Aussaat der Bakterien auf LB-Agar-Platten, die entweder mit 
Ampicillin oder Kanamycin behandelt waren. Durch diese Behandlung erfolgte die 
Amplifikation ausschließlich derjenigen Bakterien, die den ein Resistenzgen tragenden, 
funktionstüchtigen Vektor inkorporiert hatten. Zusätzlich zeigt eine Weißfärbung der 
Kolonien eine erfolgreiche Integration des PCR-Produktes in den TOPO-Vektor an. Nach 24h 
Inkubation wurden weiße Kolonien mit einer Pipettenspitze vom Agar abgenommen, die 
Spitze für 1h bei 37°C in LB-Medium unter Schütteln inkubiert. Gemäß der oben 
beschriebenen Zusammensetzung wurde eine PCR mit 5 µl Bakterienlösung durchgeführt 
und bei positivem Signal die entsprechenden Klone über Nacht mit Ampicillin oder 
Kanamycin in LB-Medium inkubiert. Mit Hilfe des MiniPrep Kits der Firma Promega wurde 
ein Plasmid angefertigt und durch Sequenzierung validiert.  
Anschließend erfolgte der Restriktionsverdau mit Hilfe des EcoRI Enzyms sowohl für das TOPO-
Plasmid als auch für den pTarget-Vektor, gemäß folgendem Aufbau:  
 
Reagenz Volumen [µl] 
TOPO-Plasmid/pTarget 2 
EcoRI 1 
EcoRI-Puffer 1 
H2O 6 
Tabelle 16 Restriktionsverdau 
 
Das Produkt wurde auf einem 1% Agarosegel aufgereinigt und mit Hilfe des 
Gelextraktionskits aufbereitet. Die einzufügende Sequenz wurde gemeinsam mit dem Vektor 
im Verhältnis 3 zu 1 durch folgende Reaktion über Nacht bei 11°C ligiert: 
 
Reagenz Volumen [µl] 
T4 Ligase 1 
T4-Puffer 1 
Sequenz 30 ng 
Vektor 10 ng 
Tabelle 17 Ligierung 
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1 µl des Produkts wurde mit  50 µl E. coli DH5α versetzt und für 1 Stunde auf Eis inkubiert, 
anschließend für 90 Sekunden auf 42°C erhitzt und wieder für 2 Minuten auf Eis abgekühlt. 
Gemeinsam mit 500 µl LB Medium erfolgte eine einstündige Inkubation bei 37°C und die 
anschließende Aussaat der Bakterien auf ampicillinbehandeltem LB-Agar-Platten. Durch PCR 
validierte Kolonien wurden selektiert und sequenziert, der aufgereinigte Vektor bei -20°C 
gelagert. 
 
2.1.10.6 Transiente Transfektion der Zellen 
 
Die entsprechenden Zellen (HCT116, SW480 und HEK293T) wurden in 6-Well-Platten ausgesät 
und kultiviert, bis etwa 70% Konfluenz erreicht waren. Es folgte die Transfektion in DMEM 
Medium mit 2 µg DNA/Vertiefung und TurboFectTM gemäß dem Herstellerprotokoll. 
 
2.1.11 Beeinflussung von EGF- & Insulin-assoziierten Signalkaskaden, Zellwachstum 
und Dosis-Wirkungs-Analysen 
2.1.11.1 Zellwachstum 
 
Wirkstoff Wirkprinzip Ausgangskonzentration Verwendete 
Konzentration 
hEGF Agonist am EGFR 50 µg/ml in dH2O 50 nM 
hInsulin Agonist am Insulin-
Rezeptor 
1 mg/ml in dH2O 50 ng/ml 
Rosiglitazone PPARγ-Agonist 50mM in DMSO 10 µM 
U-0126 MEK1 & MEK2 
Inhibitor 
10 mM in DMSO 1 µM 
Tabelle 18 Wirkstoffe und Konzentrationen Zellwachstum 
 
Es wurden 2000 Zellen pro Vertiefung in 96-Well-Platten ausgesäät und mit 100 µl des oben 
beschriebenen Mediums bedeckt. Um das vollständige Einwachsen der Zellen zu 
gewährleisten, fand die Inkubation über Nacht statt. Am nächsten Tag wurde die Behandlung 
mit dem den entsprechenden Wirkstoff enthaltenden Medium (s. Tabelle) durchgeführt. Es 
erfolgten die Inkubation für 0 bis 7 Tage und die Analyse per MTT-Test. 
2.1.11.2 Dosis Wirkungs-Analyse 
Es wurden 20000 - 40000 Zellen pro Vertiefung in 96-Well-Platten pipetiert und mit 100 µl des 
oben beschriebenen Mediums bedeckt. Um das vollständige Einwachsen der Zellen zu 
gewährleisten, erfolgte die Inkubation über Nacht. Die verwendeten 
Wirkstoffkonzentrationen (s. Tabelle) wurden den Zellen zugeführt, anschließend wurde die 
Inkubation für 3 Tage und die Analyse per MTT-Test durchgeführt. 
 
Wirkstoff Wirkprinzip Ausgangskonzentration Verwendete 
Konzentration 
5-FU Inhibitor des 
Nukleinsäurestoffwechsels  
1 µg/ml in dH2O 0,1 - 1 - 100 - 
500 - 1000 µM 
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Cisplatin DNA-Interkalation   1 µg/ml in dH2O 1 - 10 - 20 - 50 -
100 – 200 -200 
µM 
Everolimus mTORC1 & mTORC2 
Inhibitor 
1mM/ml in dH2O 0 - 0,01 - 0,05 - 
0,1-0,5 - 1 nM 
Rosiglitazone PPARγ-Agonist 50mM in DMSO 10 µM 
Tabelle 19 Wirkstoffe Dosis-Wirkungs-Analyse 
2.1.11.3 MTT-Test 
 
Der gelbe, wasserlösliche Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid (MTT) wird in Zellen NADH- und NADPH-abhängig in ein violettes, wasserunlösliches 
Formazan umgewandelt. Die Menge gebildeten Formazans ist durch die Abbildung der 
Funktion der Mitochondrien  ein Maß für stoffwechselaktive, lebendige Zellen. 
Nach Aussaat und Stimulation der Zellen in 100 µl Medium wurden 10 µl MTT-Reagenz 
(5mg/ml) zugefügt. Nach 3h Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 µl 
MTT-Lysepuffer (10% (w/v) SDS + 0,01 N HCl) pro Vertiefung gestoppt. Um eine vollständige 
Lyse der Zellen zu gewährleisten, wurden die 96-Well-Platten über Nacht bei 37°C inkubiert. 
Die Quantifizierung der Färbeintensität erfolgte durch photometrische Messung der 
Extinktion bei 570 - 650 nm in einem 96-Well-Plattenleser. 
2.1.12 Analyse des Insulin- und EGFR vermittelten PI3K- und ERK-Signaltransduktion 
In 6-Well-Platten ausgesäte Zellen wurden kultiviert, bis etwa 90% Konfluenz erreicht waren, 
gefolgt von einer 48-stündigen Hungerphase mit Medium ohne Serum mit dem Ziel der 
Sensitivierung der Zellen gegenüber der anschließenden Stimulation mit EGF und Insulin oder 
Kombinationen der RTK-Agonisten und Rosiglitazone. Des Weiteren erfolgte die Stimulation 
mit dem PPARγ-Agonisten Rosiglitazone allein.   
 
Wirkstoff Wirkprinzip Ausgangskonzentration Verwendete 
Konzentration 
hEGF Agonist am EGFR 50 µg/ml in dH2O 50 nM 
hInsulin Agonist am Insulin-
Rezeptor 
1 mg/ml in dH2O 50 ng/ml 
Rosiglitazone PPARγ-Agonist 50mM in DMSO 10 µM 
Tabelle 20 Wirkstoffe Signaltransduktion 
2.1.12.1 Herstellung der Zelllysate 
 
Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Die Lyse erfolgte 
für 20 Minuten auf Eis mit SDS-Lyse-Puffer (50nM Tris-HCl, pH 7,4 1% SDS + 1mM Natrium-
Orthovanadat + 1mM Dithioretiol + Protease Inhibitor Complete). Die Lysate wurden aus den 
6-Well-Platten entnommen und in 1,5 ml Eppendorfgefäße überführt. Die Zellen wurden mit 
Ultraschall aufgeschlossen (10sec, 35%), für 10 min bei 4°C  und 13200 rpm zentrifugiert und 
der Überstand gewonnen.  
 
2.1.12.2 Western-Blot 
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Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde gemäß Herstellerprotokoll mithilfe des BCATM 
Protein Assay Kits (Thermo Fisher Scientific, Inc.) bestimmt.  Die Proben wurden anschließend 
auf gleiche Proteinkonzentrationen verdünnt und mit 5x SDS-Ladepuffer (Bromphenolblau + 
62,5 mM TRIS-base  pH10 + 10% (w/v) SDS + 5% (v/v) β-Mecaptoethanol + 50% (v/v) Glycerol) 
für 10 Minuten bei 99°C erhitzt.  
2.1.12.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese  
 
Durch die Zugabe des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) zu den 
Proteinproben (s.o.) werden nichtkovalente Bindungen der nativen Proteine gelöst sowie die 
Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur der Proteine aufgebrochen. Dies ermöglicht 
gemeinsam mit der Kopplung zwischen SDS und den Proteinen eine elektrophoretische 
Auftrennung der Proteine rein nach Molekulargewicht, unabhängig von der physiologisch 
vorliegenden  Struktur. Dabei dient das Polyacrylamid-Netzwerk des Gels gleichsam als Raster, 
das diese Trennung der Proteine ermöglicht. Der Acrylamidgehalt ist dabei ausschlaggebend 
für die Porengröße und die daraus resultierende Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine 
nach Anlage des elektrischen Feldes und unterscheidet sich je nach Größe des zu 
analysierenden Proteins. Entsprechend der Größe der analysierten Proteine zwischen 30 und 
60 kD wurde ein Acrylamidgehalt von 10%  gewählt. Die genaue Zusammensetzung des Gels 
ist nachfolgend beschrieben: 
 
Reagenz Sammelgel  Trenngel 10% 
H2O 1,53 ml 3,29 ml 
Acrylamid (30%) 333 µl 2,8 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8  2,1 ml 
0,5 M Tris-Hcl, pH 6,8 625 µl  
SDS (10%) 25 µl 83 µl 
APS (10%) 12,5 µl 42 µl 
TEMED 2,5 µl 2,8 µl 
Tabelle 21 Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamidgels 
 
19 µl der standardisierten Proteinproben wurden in eine Tasche des Sammelgels gegeben und 
mit Hilfe des Mini-PROTEAN 3 Cell Systems (Bio-Rad Laboratories GmbH) in Trennpuffer (25 
mM TRIS-Base, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) bei 25 mA aufgetrennt. 
 
2.1.12.4 Übertragung und Nachweis der Proteine 
 
Mit Hilfe der Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transferzelle (Bio-Rad Laboratories GmbH) 
wurden die aufgetrennten Proteine durch Elektrophorese (1h, 100V) in Transferpuffer (192 
mM glycine, 25 mM Tris-base, 20% (v/v) Methanol) auf eine Nitrozellulosemembran 
(Whatman) übertragen. Anschließend wurde die Membran für 1h in 5% (w/v) BSA in T-PBS bei 
Raumtemperatur auf einem Rütteltisch geblockt und über Nacht bei 4°C mit dem 
Primärantikörper (1:1000 in 5% BSA) ebenfalls auf einem Rütteltisch inkubiert. Nach erneutem 
Waschen (3x 20 min) in T-PBS wurde der peroxidasegekoppelte sekundäre Antikörper 
(Amersham Bioscience Europe GmbH) in einer Verdünnung von 1:5000 in 5% BSA für 1-2h 
hinzugefügt. Die Immundetektion erfolgte nach erneutem Waschen (T-PBS, 3x 20min) mit 
Hilfe des ECL Detektionsreagens (GE Healthcare UK Ltd.) entsprechend dem 
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Herstellerprotokoll. Sie wurde mit dem Lumineszenz-Analysegerät LAS1000 dokumentiert und 
mit Hilfe des Programms ImageJ Version 1.47v quantifiziert. 
 
 
2.1.13 Immunhistochemie 
Nach Auswaschen des Parafins der Schnitte in Histoclear, erfolgte die Rehydratation der 
Proben für 2x 3 Minuten in 100% Ethanol und je 3 Minuten in zunächst 96%, dann 70% Ethanol 
und dH2O. Anschließend erfolgte die Antigendemaskierung in erhitzter 
Antigendemaskierungslösung (10 mmol/L Zitratpuffer (pH 6.0) für 10 Minuten in der 
Mikrowelle. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurden die Schnitte für 3 mal 2 Minuten in 
PBS gewaschen und die Aktivität der endogenen Peroxidase durch zwanzigminütige 
Behandlung mit 3% H2O2 in PBS  unterdrückt. Nach erneutem Waschen (s.o.) wurden die 
Proben für eine Stunde in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur mit Ziegenantiserum (5% 
in 1% BSA in PBS) geblockt. Die Primärantikörperkonzentration, die das beste Färbeergebnis 
erzeugte, wurde ausgetestet und erwies sich als 1:100 für den verwendeten Antikörper 
(ab121222, Abcam). Der entsprechend in 1% BSA in PBS verdünnte Antikörper wurde auf die 
Proben getropft, diese mit Parafilm abgedeckt und in der Feuchtkammer bei 4°C über Nacht 
inkubiert. 
Die Antikörperlösung wurde abgeklopft, die Objektträger drei Mal, wie oben beschrieben, 
gewaschen und der biotinylierte, sekundäre Kaninchenantikörper (Vectastain ABC Kit 
Peroxidase Rabbit IgG (Vectastain Laboratories) in einer Verdünnung von 1:500 in 1% BSA auf 
die Antikörper getropft und für eine Stunde mit Parafilm bedeckt in der Feuchtkammer bei 
Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde die ABC-Mischung (Vectastain 
Laboratories) nach Herstellerangaben vorbereitet. Nach erneutem Waschen (s.o.) wurde die 
ABC-Mischung auf die Objektträger getropft und diese für 30 Minuten bei Raumtemperatur 
in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Färbung mit dem 
DAB-Peroxidase-Substratkit zusammengestellt nach Herstellerprotokoll (Vectastain 
Laboratories) für 3-4 Minuten. Durch Waschen in dH2O für 3x 1 Minute wurde die Reaktion 
terminiert. Es folgte die Gegenfärbung für wenige Sekunden mit Hämatoxilin. Überschüssige 
Farbe wurde durch Waschen in Leitungswasser entfernt. Zum Abschluss wurden die Schnitte 
in der - im Vergleich zur anfangs beschriebenen - umgekehrter Reihenfolge dehydriert und mit 
Hilfe eines Tropfens Eindeckmedium mit einem passenden Deckglas bedeckt. 
 
2.1.14 Statistische Auswertung und Normalisierung 
Die Daten wurden anschließend mit Hilfe des Programms GraphPad Prism Version 6.01 
statistisch ausgewertet. Verwendete statistische Testverfahren waren gepaarte oder 
ungepaarte, ein oder zweiseitige T-Tests, die einfaktorielle ANOVA bei nicht gausverteilten 
Daten mit Kruskal-Wallis-Test oder mehrfaktorielle ANOVA mit Korrektur für zahlreiche 
Vergleiche nach Turkey, sowie die Multiple-T-Test-Methode mit Korrektur für zahlreiche 
Vergleiche nach der Holm-Sidak-Methode. Der jeweils verwendete Test ist in den Ergebnissen 
aufgeführt. Die Ergebnisse sind Resultate aus mindestens drei unabhängigen Versuchen 
entweder aus unterschiedlichen Passagen derselben Zelllinie, aus drei verschiedenen 
Zelllinien oder aus verschiedenen Zeitpunkten oder Konzentrationen einer Zelllinie und 
Zellpassage, wie im Ergebnisteil dargestellt. 
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Einen Sonderfall stellt die Auswertung einiger Western-Blot-Experimente dar: Hier wurde der 
Wert der Optischen Dichte (O.D.) der MTMR7-transfizierten Zellen von dem, zum 
entsprechenden Zeitpunkt passenden,  mit einem Leervektor-transfizierten Zellen  abgezogen 
und das Ergebnis mit dem ebenso weiterverarbeiteten, mit Rosiglitazone behandelten Zellen 
verglichen.  
Die Normalisierung von O.D.-Werten der MTT-Assays erfolgte durch Division durch den 
Startwert, der somit als 100% definiert wurde. Zusätzlich wurde in einigen Fällen eine weitere 
Normalisierung auf den Prozentwert des entsprechenden Zeitpunkts der Lehrvektor-
transfizierten Zellen durchgeführt. Die statistische Auswertung wurde dann für die 
Verhältnisse MTMR7/EV vs EV/EV berechnet. 
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3 ERGEBNISSE  
3.1 MTMR7 Nachweis in murinen und humanen Geweben 
Da die Gewebeverteilung von MTMR7 insbesondere bezüglich des Gastrointestinaltrakts 
bisher unbekannt war, wurde diese in einer Reihe von gastrointestinalen und extraintestinalen 
murinen und humanen Geweben auf mRNA-Ebene sowohl quantitativ als auch qualitativ mit 
Hilfe der RT-PCR sowie immunhistochemisch auf Proteinebene untersucht. 
Für den Nachweis auf mRNA-Ebene wurden drei verschiedene Primer entworfen und getestet, 
die wie von Majerus et al. beschrieben[136] sowohl die kodierende Sequenz für die 75,6 kDa- 
als auch für die 53,6 kDa schwere Isoform abdeckt,  wobei sich die besten Ergebnisse mit dem 
Primerpaar hMTMR7 (Sequenz 5´: TGCAGAAAATGCTGGAAGTG; Sequenz 
3´:CACTGCCTTTGCAATGAAGA) erzielen ließen, das nachfolgend für sämtliche PCR-Analysen 
verwendet wurde.  
 
MTMR7 mRNA fand sich  in allen analysierten murinen Proben des Gastrointestinaltraktes 
(Vormagen, Magen, oberer und unterer Dünndarmabschnitt, Caecum und Kolon), dem Hirn,  
den Ovarien sowie schwächer exprimiert in Leber und Niere (s. Abbildung 7 A).  
 
In der quantitativen Analyse der Mäuse mit homo- oder heterozygoter Leprdb –Mutation fand 
sich eine signifikant höhere MTMR7-Expression im Gehirn, verglichen mit Gewebe aus Muskel, 
Kolon und Leber (s. Abbildung 7 C).  
 
Zusätzlich fand sich in murinen Gewebeproben mit homozygoter Leprdb –Mutation sowie 
CaMK-Defizienz ein signifikant höheres MTMR7-mRNA-Niveau in Hirn (db/db: 7,638 ± 0,6202 
N=5 vs db/-: 4,534 ± 0,08463 N=3, p= 0,0096; zweiseitiger T-Test) und Darmschleimhaut 
(db/db: 0,2817 ± 0,02209 N=5 vs. db/- 0,1296 ± 0,01321 N=4, p= 0,0009; zweiseitiger T-Test)  
als in den Proben von heterozygoten Kontrolltieren. (s. Abbildung 7 D) 
 
Des Weiteren konnte MTMR7-mRNA sowohl in den humanen kolorektalen Karzinomzelllinien 
SW480 und HCT116, Caco und HT29 als auch im humanen, embryonalen 
Nierenzelllinienstamm HEK293T nachgewiesen werden (s. Abbildung 7 B). 
 
Dabei zeigte sich, dass in SW480 Zellen scheinbar ein größerer Anteil der kurzen MTMR7- 
Variante, ohne „coiled-coil“-Heterodimerisierungsdomäne, vorliegt. 
Auf Protein-Ebene konnte MTMR7 durch immunhistochemische Färbung in humanen 
Kolonepithelzellen, Hepatozyten und im Gefäßendothel nachgewiesen werden, die höchste 
Färbeintensität ließ sich jedoch in perivaskulärer glatter Muskulatur sowie in glatten 
Muskelzellen der Lamina Muscularis mucosae sowie der Tunica Muskularis erzielen (s. 
Abbildung 7 E). 
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Abbildung 7. A: MTMR7-Expression in murinen Gewebeproben und B: MTMR7-
Expression in humanen kolorektalen Karzinomzelllinien: Representative Agarose-Gele, 
auf dem die mRNA-Expression des MTMR7-Gens sowie die von β2M als Positivkontrolle 
zur Darstellung kommt. Durchgeführt wurde eine konventionelle PCR. Mit einem Stern 
gekennzeichnet sind die unspezifischen Banden der Primer-Dimere. C: Quantitativer 
Nachweis von MTMR7-mRNA in murinen Gewebeproben von Tieren mit homozygoter 
und heterozygoter Mutation des Leptinrezeptor-Gens. Dargestellt ist die Quantifizierung 
eines Agarosegels einer RT-qPCR. Die CT-Werte wurden gegen β2M-normalisiert. Es 
wurden sowohl für die Leptinrezeptormutation homo- als auch heterozygote Tiere 
gemeinsam ausgewertet. D:  Quantitativer Nachweis von MTMR7-mRNA in murinen 
Gewebeproben von Tieren mit homozygoter und heterozygoter Mutation des 
Leptinrezeptor-Gens. Dargestellt ist die Quantifizierung eines Agarosegels einer RT -qPCR. 
Die CT-Werte wurden gegen β2M-normalisiert. Die Werte von Tieren mit homozygoter 
Leptinrezeptormutation wurden gegen die mit heterozygoter Mutation aufgetragen. 
Deutlich wird das signifikant erhöhte MTMR7-mRNA-Expressionsniveau in den 
hyperinsulinämischen Tieren mit homozygoter Mutation des Leptinrezeptors E: 
Immunhistochemische Analyse der MTMR7-Proteinexpression in humanen 
Gewebeproben. Links benigne Kolonmukosa, in der Mitte glatte Muskulatur, rechts 
Lebergewebe. GM: glatte Muskulatur, E: Gefäßendothel, HZ: Hepatozyt .  
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3.1.1 Insulinresistenz beeinflusst die Expression von MTMR7-mRNA in murinem 
Gewebe. 
In der Analyse humaner Gewebeproben zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der 
MTMR7-Protein-Expression zwischen benignem und malignen Gewebeproben von Patienten 
mit verstärktem Insulin oder IGF2-Signalling. Um den Einfluss der Insulinresistenz auch auf 
mRNA Ebene darzustellen wurden Proben 16 Monate alter Mäuse mit hetero- und 
homozygoter Mutation des Leptin-Rezeptor-Gens auf die MTMR7-mRNA-Expression hin 
untersucht. Tiere mit homozygoter Leptin-Rezeptor-Mutation weisen ein signifikant erhöhtes 
Serum-Insulinniveau im Vergleich zu heterozygoten Kontrolltieren auf[169,170], die 
metabolische Situation ist also derjenigen von Typ 2 Diabetikern bezüglich des 
Insulinsekretionsniveaus relativ ähnlich. Im Gegensatz zu den Veränderungen auf Protein-
Ebene zeigte sich ein signifikant erhöhtes MTMR7-mRNA-Niveau in Hirn und Dickdarm der 
untersuchten Tiere (Kolon db/db:0,2817 ± 0,02209 N=5 vs db/- 0,1296 ± 0,01321 N=4 
p=0,0009 ; zweiseitiger T-Test; Hirn db/db: 7,638 ± 0,6202 N=5 vs. db/- 4,534 ± 0,08463 N=3 
). Insbesondere in den Geweben mit großem Einfluss auf die Glukosehomöostase – Leber und 
Muskel – zeigte sich kein Effekt der hyperinsulinämischen Stoffwechsellage auf das MTMR7-
mRNA-Niveau. (s. Abbildung 7 D) 
 
3.2 Die Beeinflussung EGF- und Insulin-aktivierter Signalkaskaden durch MTMR7 
 
Aufgrund der Beeinflussung der Aktivität der Ras- und MAPK-Signalwege durch PPARγ-
assoziierte Faktoren und der Manipulation der mTORC-Aktivität durch Myotubularine wurde 
die Hypothese formuliert, dass Bestandteile der PI3K-Signalwege genauso potentielle 
MTMR7-Ziele darstellen wie Faktoren der Ras-vermittelten Signaltransduktion. Der 
Ansatzpunkt, der zu diesem Zweck verfolgt wurde, war die Western-Blot-Analyse des 
Phosphorylierungsstatus` zentraler Faktoren der oben genannten Signalkaskaden mit und 
ohne Stimulation der entsprechenden Signalwege. 
 
3.2.1 Charakteristika der verwendeten Zellsysteme 
 
Die Grundaktivität ausgewählter Faktoren des PI3K-AKT-mTOR-S6K-Signalwegs wurde durch 
Western-Blot-Analyse unstimulierter HCT116, SW480 und HEK293T-Zellen nach 16h 
Serumentzug mit oder ohne Transfektion mit einem MTMR7-Expressionsvektor oder einem 
Leervektor (EV) analysiert. Zu diesem Zweck wurde der Phosphorylierungsgrad der AKT-
Phosphorylierungsregionen an SER473 und THR308 genauso untersucht, wie die 
Phosphorylierung des S6 Ribosomalen Proteins. 
 
Wie beschrieben stellt der Phosphorylierungsstatus des Aminosäurerests SER473 des AKT-
Proteins einen Surrogatparameter für die positive Rückkopplung des MTORC2 auf AKT dar. 
Das Phosphorylierungsniveau dieses Rests war in HEK293T-Zellen gegenüber den beiden 
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kolorektalen Karzinomzelllinien2 signifikant um den Faktor 10 erhöht (HEK293T/EV 2,059*107 
± 4,302*106 N=3 vs. HCT116&SW480/EV 1,523*106 ± 580638 N=12 p < 0,0001; Abbildung 8 
B; zweifacher ANOVA). 
 
 
 
 
 
Gleichzeitig zeigte sich ein etwa 26% ± 7,6% (n=3, p= 0,0382; gepaart, einseitiger T-Test)3) 
höherer Phosphorylierungsgrad der  EV-transfizierten HEK293T-Zellen gegenüber den 
HEK293T-Zellen mit MTMR7-Überexpression, was einen inhibitorischen Effekt von MTMR7 
auf die positive Rückkopplung von mTORC2 auf AKT bereits unter unstimulierten Bedingungen 
nahelegt. 
Die basale AKT-SER473-Phosphorylierung der beiden kolorektalen Karzinomzelllinien 
unterschied sich nicht in Abhängigkeit vom MTMR7-Expressions-Status. 
 
                                                     
2 Da es sich sowohl bei  HCT116 als auch bei SW480 um kolorektale Karzinomzellinien mit aktivierenden Ras-
Mutationen handelt, die sich in Bezug auf den basalen AKT-Phosphorylierungsgrad nicht signifikant 
unterscheiden (s. Abbildung 8) erscheint die Gegenüberstellung in diesem Fall legitim. Zwar weist die Zelllinie 
HCT116 zusätzlich eine aktivierende Mutation der PI3K auf, dies schlug sich aber im vorliegenden Fall nicht in 
einer vermehrten AKT-Aktivierung nieder. 
3 Wie sich in der Beschreibung der folgenden Experimente zeigen wird, führt die MTMR7-Überexpression im 
Allgemeinen zur Reduktion des AKT-Phosphorylierungsniveaus, deshalb erscheint in diesem Fall die einseitige 
Testung legitim. 
Abbildung 8.  A: Basales AKT-Phosphorylierungsniveau des Serinrests 473.  HEK293T 
[HEK], SW480-[SW] und HCT116[HCT] Zellen wurden für 48h mit Plasmiden transfiziert, die 
das MTMR7-Gen [/MTMR7] enthielten oder dem unveränderten Plasmid entsprachen. 
Quantifiziert wurde das basale AKT-Phosphorylierungsniveau ohne zusätzliche EGF oder 
Insulin-Stimulation. B: Vergleich der beiden kolorektalen Karzinomzelllinien ohne 
MTMR7-Transfektion mit der Zelllinie HEK293. Dargestellt ist erneut das basale AKT 
SER473-Phosphorylierungsniveau ohne zusätzliche Stimulation mit einem RTK -Liganden. 
Die Zellen wurden mit einem Leervektor transfiziert wie oben beschrieben.  
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Bezüglich der mTORC2-unabhängigen Phosphorylierung des THR308-Rests zeigte sich kein 
Unterschied zwischen den Zellen mit und ohne MTMR7-Expression.  
Die Betrachtung der Basalen S6-Protein-Phosphorylierung scheint das Ergebnis der 
AKT(SER473)-Phosphorylierung zu bestätigen. In den beiden Zelllinien mit der höchsten 
AKT(SER473)-Phosphorylierung – HEK293T und SW480 – ist das S6-Phosphorylierungsniveau 
in Zellen ohne künstlich erhöhten MTMR7-Gehalt etwa 4,5-fach höher als in MTMR7-
transfizierten Zellen4. Im Gegensatz dazu zeigte sich in den mit der Zelllinie HCT116 
durchgeführten Experimenten ein eher erhöhtes basales P-S6 Niveau. 
 
 
 
Bezüglich der  Phosphorylierung von ERK1/2 zeigte sich kein signifikanter Unterschied, weder 
zwischen den Zelllinien noch in Bezug auf den MTMR7-Status. Passend zu den aktivierenden 
RAS-Mutationen wiesen die beiden kolorektalen Karzinomzelllinien ein höheres Grundniveau 
an ERK-Aktivierung auf. 
 
3.2.2 MTMR7 hemmt die EGF-vermittelte Aktivierung der AKT-mTOR-Kaskade  
 
Da der PTEN-Verlust und die daraus resultierende vermehrte PI3K-Aktivität ein häufiges 
Ereignis im kolorektalen Karzinom darstellt, wurde der Einfluss von MTMR7 auf die AKT-
                                                     
4 Die geringe Anzahl der Wiederholungen macht ein Zusammenfassen der beiden Zelllinien, die ähnliches 
Verhalten zeigen, zur statistischen Auswertung nötig, auch wenn dies die Aussagekraft der Analyse erheblich 
schmälert. 
Abbildung 9.  Das basale Phosphorylierungsniveau der beiden Zelllinien mit dem 
höchsten Maß an AKT-Aktivierung ist nach MTMR7-Überexpression signifikant 
vermindert. Dargestellt ist die Quantifizierung mehrerer Western-Blots mit Anti-P-S6-
Antikörper. Zellen der Linien HEK293T und SW480 wurden mit MTMR7 - oder Leervektor 
wie oben beschrieben transfiziert. Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied 
zwischen MTMR7-überexprimierenden Zellen und denjenigen mit einem normalen 
Expressionsniveau. (HEK293T&SW480/EV vs MTMR7: 1,943*107 ± 0,5870*107 vs. 
0,4578*107 ± 0,2781*106, n=4, p=0,0227 gepaart, zweiseitiger T -test) 
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Aktivierung und S6-Phosphorylierung nach Stimulation der Signalkaskade mit 50nM EGF für 
eine bis 60 Minuten mit Hilfe der Western-Blot-Methode untersucht. Die AKT(SER473)-
Phosphorylierung betreffend zeigte sich ein durchweg niedrigeres Phosphorylierungsniveau 
zu allen Zeitpunkten in SW480 und HEK293T-Zellen sowie zu den die ersten 30 Minuten 
umfassenden Stimulationszeitpunkten in HCT116 Zellen. Der stärkste Effekt zeigte sich in 
SW480 Zellen nach 5 Minuten Stimulation. In diesem Fall erreichte das 
Phosphorylierungsniveau der MTMR7-transfizierten Zellen nur 44% des Niveaus der 
Kontrollgruppe (SW/EV: 8,073*106± 1,836*106 n=2 vs SW/MTMR7: 3,585*106 ± 2,286*106 
n=2; p=0,0958; zweiseitiger T-Test).  
 
 
 
Mit Blick auf die THR308-Phosphorylierung, dem Surrogatparameter für PI3K-PDK-vermittelte 
AKT-Aktivierung, zeigte sich ein ähnliches Bild. Ein signifikanter Unterschied konnte in der 
Analyse der zusammengefassten kolorektalen Zelllinien, 5 Minuten nach EGF-Stimulation 
ermittelt werden. Zu diesem Zeitpunkt war das Phosphorylierungsniveau EV-transfizierter 
Zellen 13,36-fach höher als das der MTMR7-transfizierten Gegenstücke. 
 
Abbildung 10. A-C: Die MTMR7-
Überexpression vermindert den RTK-
vermittelten Anstieg der AKT(S473)-
Phosphorylierung. Dargestellt ist die 
Quantifizierung mehrerer Western-Blots 
mit Antikörper gegen am Serinrest 473 
phosphoryliertes AKT-Protein von mit 
MTMR7 und Leervektor transfizierten 
HEK293T, SW480 und HCT116 Zellen sowie 
repräsentative Aufnahmen der Original-
Blots. Die MTMR7-Überexpression führt zu 
einem konsistent – wenn auch nicht 
signifikant - verminderten Anstieg der EGF-
vermittelten AKT(S473)-Phosphorylierung. 
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HEK293T-Zellen zeigten sich bezüglich der AKT(SER473)- und AKT(THR308)- Phosphorylierung  
unempfindlich gegenüber der EGF-Stimulation und wurden, obwohl auch in diesem Fall das 
Phosphorylierungsniveau in MTMR7-transfizierten Zellen niedriger  war, nicht in die 
Berechnung mit einbezogen. 
Der Effekt des MTMR7-Proteins auf die S6-Phosphorylierung verhielt sich entsprechend. Das 
S6-Phosphorylierungsniveau war in allen 3 Zelllinien zu allen Zeitpunkten deutlich niedriger 
nach MTMR7-Überexpression verglichen mit den EV-transfizierten Kontrollgruppen (s. 
Abbildung 12 A, B, C) 
Abbildung 11. MTMR7-Überexpression führt zu einer signifikant verminderten 
Phosphorylierung des THR308-Rests des AKT-Proteins. Dargestellt ist die Quantifizierung 
mehrerer Western-Blots mit Antikörper gegen am Threonin 308 phosphoryliertes AKT-
Protein von mit MTMR7 und Leervektor transfizierten SW480 und HCT116 Zellen sowie 
repräsentative Aufnahmen der Original-Blots. Die MTMR7-Überexpression führt zu einem 
signifikant  verminderten Anstieg der EGF-vermittelten AKT(THR308)-Phosphorylierung. 
(HCT&SW/EV: 1,085*107 ± 34330 n=2 vs. HCT&SW/MTMR7: 0.3945*107 ± 0,0515389*107 
n=2; p= 0.0056; zweiseitiger T-Test) 
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3.2.3 Der PPARγ-Ligand Rosiglitazone verstärkt die MTMR7-abhängige Hemmung der 
EGF-aktivierten AKT-mTORC-Kaskade 
 
Vergleicht man die Effektstärke der MTMR7-Überexprimierung auf die Aktivität der AKT-
mTORC-Kaskade, so scheint diese in SW480 Zellen am größten zu sein, derjenigen Zelllinie, die 
die höchste endogene Ras-Aktivität und das höchste Niveau an zytosolischem PPARγ der drei 
Zelllinien aufweist. Unter der Annahme, dies führe zu einer vermehrten Komplexformation 
mit MTMR7, stellte sich die Frage, inwieweit PPARγ-Agonisten wie Rosiglitazone die MTMR7-
Aktivität beeinflussen. Wie T. Friedrich in CoIP-Experimenten festgestellt hatte, führte eine 
Inkubation mit PPARγ-Agonisten zu einer verstärkten PPARγ/MTMR7-Komplex-Bildung. 
Dieser Effekt war nach 60 Minuten am stärksten. 
Abbildung 12. : MTMR7-
Überexpression führt zu einer 
konsistent verminderten 
Phosphorylierung des ribosomalen S6 
Proteins. Dargestellt ist die 
Quantifizierung mehrerer Western-
Blots mit Antikörper gegen 
phosphoryliertes, ribosomales S6 
Protein von mit MTMR7 und 
Leervektor transfizierten SW480 (A), 
(B) HEK293T und HCT116 Zellen (C) 
sowie repräsentative Aufnahmen der 
original Blots. Die MTMR7-
Überexpression führt zu einem 
konsistent verminderten Anstieg der 
EGF-vermittelten Phosphorylierung 
des S6 Proteins 
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Aus diesem Grund wurden die Zellen vor Stimulation mit EGF (50nM) für eine Stunde mit 10 
µM Rosiglitazone inkubiert. 
Unter diesen Bedingungen konnte in der Analyse der drei zusammengefassten  Zelllinien ein 
signifikant niedrigeres AKT(THR308)-Phosphorylierungsniveau in MTMR7-transfizierten Zellen 
nach 5 und 10 Minuten  EGF-Stimulation festgestellt werden (Abbildung 13 A). Derselbe Effekt 
zeigte sich auch für die SER473-Phosphorylierung nachweisen(t=5 min: SW,HEK,HCT/EV: 
1,386*107 ± 0,3223*107 n=3 vs. SW,HEK,HCT/MTMR7: 0,5063*107 ± 409197, n=3, p= 0,0090; 
zweiseitiger T-Test; t=10 min: SW,HEK,HCT/EV 1,117*107 ± 0,3032*107 N=3 vs 0,4332*107 ± 
0,0877041*107 N=3, p= 0,0346 ; zweiseitiger T-Test). 
Des Weiteren zeigte es sich, dass die Präinkubation mit Rosiglitazone zu einer Verstärkung der 
MTMR7-abhängigen Hemmung der AKT-Phosphorylierung führte.  Die Differenz zwischen 
dem Phospho-AKT-Niveau der Zellen mit modifiziertem und unmodifizierten MTMR7-Gehalt 
war nach Präinkubation mit Rosiglitazone signifikant größer, sowohl was die SER473- als auch 
was die THR308-Phosphorylierung betrifft. 
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3.2.4 MTMR7 hemmt die Insulin-vermittelte Aktivierung der AKT-mTOR-Kaskade 
 
Die zentrale Rolle der PI3K-AKT-mTORC-Kaskade in der insulinvermittelten Signaltransduktion 
ließ einerseits die Frage nach der Beeinflussung eben dieser durch MTMR7 aufkommen, 
gleichzeitig bot sich durch die Stimulation eines anderen RTK-Rezeptors als des EGF-
aktivierten die Möglichkeit allgemeineren Schlussfolgerungen näher zu kommen. 
Abbildung 13. Eine sechzigminütige Vorbehandlung mit Rosiglitazone führt zu einer 
Verstärkung der MTMR7-assoziierten Effekte auf die PI3K-vermittelte Signalkaskade. 
Dargestellt ist die Quantifizierung von Western-Blots mit Anti-P-AKT(THR308)-Antikörper 
von Proteinlysaten von mit MTMR7 und Leervektor transfizierter Zellen. A Ein signifikant 
niedrigeres Phophorylierungsniveau findet sich nach Vorbehandlung nicht nur nach 5 
(SW,HEK,HCT/EV: 1,793*107 ±0,18*107  vs. SW,HEK,HCT/MTMR7: 
0,7038*107±0,3128*106  p=0.0064, n=1 pro Zelllinie ; zweiseitiger T-Test), sondern auch 
nach 10 Minuten EGF-Stimulation (SW,HEK,HCT/EV: 1,643*107 ± 0,1632*106 vs. 
SW,HEK,HCT/MTMR7: 0,9105*107 ± 0,2039*106   p=0,0083, n=1 pro Zelllinie ; zweiseitiger 
T-Test). Über alle Zeitpunkte und Zelllinien hinweg führt die Präinkubation mit 
Rosiglitazone zu einer signifikanten Zunahme der Differenz des Phosphorylierungs niveaus 
zwischen den mit MTMR7 und Leervektor transfizierten Zellen sowohl bezüglich der 
THR308- als auch der SER473- Phosphorylierung. (THR308: Differenz (HCT, SW, HEK: EGF), 
EV-MTMR7 zusammengefasst: 1,407*106 ± 1,260*106 n=12 vs. Differenz (HCT, SW, HEK: 
EGF + Rosi), EV-MTMR7 zusammengefasst:  9,156*106 ± 0,777462*106  n=12; SER473: 
1,328*106 ± 0,773407*106 n=24 vs. 5,892*106 ± 1,428*106 n=12)  
 
 
A 
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Die AKT(SER473)-Phosphorylierung zeigte sich in SW480 Zellen mit MTMR7-Überexpression 
konstant reduziert[171] .  
Der gleiche Effekt fand sich in HCT116-Zellen nach 5 und 10 Minuten[171].   
Die Zelllinie HEK293T verhielt sich nach Insulinstimulation ähnlich, wie für die Stimulation mit 
EGF beschrieben. Von einem bereits hohen basalen Phosphorylierungsniveau ausgehend 
folgte der Stimulation mit dem RTK-Liganden keine weitere Aktivierung, sondern eine 
Reduktion des Phosphorylierungsniveaus. Dieses Verhalten fand sich sowohl für die 
AKT(SER473) als auch für die Phosphorylierung an Threoninrest 308. Gleichzeitig fiel diese in 
beiden Fällen bei Betrachtung über alle Zeitpunkte hinweg in MTMR7-überexprimierenden 
Zellen signifikant geringer aus als in den EV-transfizierten Kontrollen  
 
Zudem ließ sich die reduzierte Aktivität der AKT-mTORC-Achse auch auf der nachgeschalteten 
Ebene der S6-Proteinphosphorylierung signifikant nachweisen (2,399*107 ± 0,02469*107 N=4 
vs. 0,7833*107 ± 0,1554*107 N=4 p=0,0015; zweiseitiger T-Test). 
Gleiches gilt für die S6-Phosphorylierung der beiden kolorektalen Karzinomzelllinien: fasst 
man die Kinetiken beider Zelllinien zusammen, so ergibt sich eine signifikante Reduktion der 
S6-Phosphorylierung nach 5 und 30 Minuten Insulinstimulation[171] (s. Abbildung 15). 
 
 
 
Abbildung 14.  MTMR7 hemmt die Insulin-vermittelte AKT-Aktivierung. A repräsentativer 
Western-Blot mit Anti-P-AKT(SER473)-Antikörper, HSP90-Abgleich sowie die 
entsprechende Quantifizierung nach unterschiedlich langer Stimulation m it 50ng/ml 
Insulin. Deutlich wird das konsistent niedrigere Phosphorylierungsniveau in MTMR7 -
überexprimierenden Zellen der Zelllinie SW480. B und C: repräsentative Western-Blots mit  
Anti-P-AKT(SER473)- und  Anti-P-AKT(THR308)-Antikörper, HSP90-Abgleich sowie die 
statistische Auswertung der Quantifizierung über alle Stimulationszeitpunkte hinweg in 
HEK293T-Zellen. Auch hier zeigt sich ein signifikant niedrigeres AKT -
Phosphorylierungsniveau in MTMR7-überexprimierenden Zellen sowohl bezüglich des  
Aminosäurerests S473 (HEK/EV 2,196*107 ± 0,2207*107 N=4 vs. HEK/MTMR7 1,037*107 
± 0,2994*107 N=4 p=0,0206) als auch was die Aminosäure  THR308 betrifft (HEK/EV 
1,929*107 ± 0,1416*107 N=4 vs HEK/MTMR7 0,7753*107 ± 0,2211*107 N=4 p=0,0046  ; 
zweiseitiger T-Test) 
B C 
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Insgesamt lässt sich also festhalten, dass MTMR7-Überexpression zu einer verminderten 
Aktivierung der AKT-mTORC-Kaskade sowohl nach Stimulation mit EGF als auch mit Insulin 
führt. 
 
3.2.5 MTMR7 hemmt die EGF- und Insulin-aktivierte ERK1/2-Signalkaskade 
 
Die Grundlage für die Analyse des PI3K-AKT-mTORC-Signalwegs bildete die Beeinflussung 
dieser Signalkaskade durch andere Myotubularine und MTMRs. Die oben beschriebene enge 
Verbindung zischen PPARγ-Regulation und ERK-Signaltransduktion und die Herabregulation 
der Ras-Aktivität in Folge aktiven, nukleären PPARγ-Proteins führte zur Hypothese der 
Beeinflussung der ERK-Aktivität durch den PPARγ-Bindepartner MTMR7. 
Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe von Western-Blots sowohl das basale ERK-1/2-
Phosphorylierungsniveau untersucht als auch das Phosphorylierungsniveau nach Stimulation 
                                                     
5 Angesichts der geringen Anzahl an Wiederholungen ist das Ergebnis unter Vorbehalt zu bewerten, betrachtet 
man jedoch das Verhalten nach EGF Stimulation, scheint die Aussage valide. Die Standardabweichung in Höhe 
des Messwerts kommt durch die vollständige Suppression der S6-Phosphorylierung in einem Experiment 
zustande.  
Abbildung 15. MTMR7 hemmt die Insulin-vermittelte Phosphorylierung des ribosomalen 
S6-Proteins in kolorektalen Karzinomzelllinien. Repräsentative Western-Blots mit Anti-
Phospho-S6-Antikörper und HSP90-Abgleich sowie deren  Quantifizierung. Deutlich wird 
das signifikant niedrigere Phosphorylierungsniveau in MTMR7-überexprimierenden Zellen 
nach 5 und 10 Minuten (t=5 min: HCT&SW/EV 157,1% ± 27,54% N=2 vs. HCT&SW/MTMR7 
25,35% ± 25,35% n=2 p= 0.0202; zweiseitiger T-Test; t=10 min: HCT&SW/EV 138,5% ± 
2,129% n=2 vs. HCT&SW/MTMR7 40,70% ± 40,70% n=2 p= 0.06413 ; zweiseitiger T-Test; 
t=30 min HCT&SW/EV 207,1 ± 57,00 n=2 vs. HCT&SW/MTMR7 44,67% ± 44,67% n=2 
p=0.0074; zweiseitiger T-Test)5 
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mit den RTK-Liganden EGF und Insulin und nach Präinkubation mit Rosiglitazone und 
nachfolgender RTK-Aktivierung. 
Bezüglich des basalen Phosphorylierungsniveaus konnte kein signifikanter Unterschied im 
Phosphorylierungsniveau der MTMR7- oder EV-transfizierten HCT116, SW480 oder HEK293T-
Zellen gefunden werden. 
Dies betrifft sowohl die Betrachtung der einzelnen Zelllinien als auch der zusammengefassten 
Zelllinien (HCT,SW480,HEK/EV: 8,546*106 ± 1,939*106 n=10 vs. HCT,SW480,HEK/MTMR7: 
8,494*106 ± 2,186*106 n=10 p=0.9861; zweiseitiger T-Test). Gleichzeitig unterschied sich das 
Phosphorylierungsniveau der einzelnen Zelllinien deutlich, wenn auch nicht signifikant, und 
verhielt sich dem von AKT entgegengesetzt.   
Das höchste Grundniveau fand sich in HCT116-Zellen, gefolgt von dem der ebenfalls KRAS-
mutierten Zelllinie SW480, während HEK293T-Zellen gerade noch 22%  bzw.  40%   des basalen 
Phospho-ERK1/2-Niveaus der HCT116-Zellen aufwiesen.  
 
 
 
 
 
 
Die Stimulation der gehungerten Zellen mit dem RTK-Liganden EGF führte nicht nur zu einem 
allgemeinen Anstieg des ERK1/2-Phosphorylierungsniveaus. In MTMR7-überexprimierenden 
Zellen fiel dieser Anstieg auch deutlich geringer aus mit einem signifikanten Unterschied nach 
Abbildung 16.  Basales ERK1/2 Aktivitätsniveau der drei untersuchten Zelllinien im 
Vergleich. Quantifizierung von Western-Blots mit Anti-Phospho-ERK1/2-Antikörper ohne 
EGF/Insulin-Stimulation. In den beiden kolorektalen Karzinomzelllinien mit aktivierender 
Ras-Mutation findet sich das höchste ERK1/2-Aktivitätsniveau. Einen signifikanten 
Unterschied zwischen Zellen mit MTMR7-Transfektion und unbeeinflusstem MTMR7-
Expressionsniveau findet sich nicht (HCT116/EV: 1,622*107 ± 0,2578*107 n=4; 
HCT116/MTMR7: 1,239*107 ± 0,1926*107 n=4, SW480/EV: 0,6740*107 ± 0,3270*107 n=4; 
SW480/MTMR7: 0,7828*107 ± 0,3877*107 n=4, HEK293T/EV: 0,3508*107 ± 0,1140*107 
n=2, HEK293T/MTMR7: 0,4795*107± 0,3282*107 n=2). 
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5 Minuten EGF-Stimulation (SW, HCT, HEK/EV: 3,502*107 ± 0,3983*107 n=3 vs. 
SW,HCT,HEK/MTMR7: 1,58*107± 0,53*107 n=3, p=0.04) (Abbildung 17). Im Fall von Insulin fiel 
der erwartete Anstieg der Phosphorylierung nach MTMR7-Transfektion erheblich geringer aus 
als nach Stimulation der EV-transfizierten Zellen, war nach 10 Minuten Stimulation signifikant 
niedriger und insgesamt im Vergleich zur EGF-Stimulation – wenn auch nicht signifikant – 
reduziert[171]. 
 
 
 
Wie im Fall der AKT-Phosphorylierung führte die Präinkubation der Zellen mit dem PPARγ-
Agonisten Rosiglitazone zu einem Trend zu einer verstärkten Minderung der Phosphorylierung 
von ERK1/2 nach Insulin-Stimulation (Abbildung 18 A), auch wenn dieser Effekt weniger stark 
ausfiel als im Fall von AKT und im Fall der EGF-Stimulation in den MTMR7-überexprimierenden 
Zellen sogar geringer ausfiel als in den Kontrollzellen (Abbildung 18 B). Gleichzeitig zeigte sich 
jedoch im Fall der Insulin-stimulierten Zellen zu jedem Stimulationszeitpunkt ein signifikanter 
Unterschied zwischen den MTMR7-transfizierten Zellen und der Kontrollgruppe (Abbildung 18 
C), ebenso nach 5 Minuten EGF-Stimulation (EGF: t=5 SW, HCT, HEK/EV: 2,227*107 ± 
0,5522*107 n=3 vs. SW,HCT, HEK/MTMR7: 1,246*107 ± 0,0646937*107 n=3; p= 0.0265). 
 
Abbildung 17. MTMR7-Überexpression führt zu einer signifikant verringerten ERK1/2 -
Phosphorylierung nach Insulinstimulation. Dargestellt sind repräsentative Western-Blots, 
Quantifizierung und statistische Auswertung MTMR7-überexprimierender Zelllen und den 
entsprechenden Kontrollen. Erkennbar ist die signifikant niedrigere ERK1/2 -
Phosphorylierung nach 10 Minuten Insulinstimilation (SW,HCT,HEK/EV: 2,013*107 ± 
0,4801*107 n=5 vs. SW,HCT,HEK/MTMR7: 1,022*107 ± 0,2347*107 n=5; p= 0.0397; 
zweiseitiger T-Test). 
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Abbildung 18. Präinkubation mit Rosiglitazone verstärkt die MTMR7-Vermittelte 
Hemmung der ERK 1/2 Phosphorylierung nach Insulinstimulation.  Dargestellt sind 
repräsentative Western-Blots, Quantifizierung und statistische Auswertung MTMR7-
überexprimierender Zelllen und den entsprechenden Kontrollen. A: Die Präinkubation mit 
Rosiglitazone hat einen Trend zu einer Größeren Verminderung der MTMR7 -Vermittelten 
ERK-1/2 Phosphorylierung nach Insulinstimulation zur Folge (Differenzen OD P-ERK1/2 
nach Insulinstimulation [HCT116, HEK 293T, SW480] 5,969e+006 ± 1,795e+006 N=4 vs 
Differenzen OD P-ERK1/2 nach Rosiglitazone-Präinkubation und Insulin-Stimulation 
[HCT116, HEK 293T, SW480] 9,372e+006 ± 722437 N=4 p= 0,12 zweiseitiger T-Test). B: 
Dieser Effekt lässt sich für die EGF-Stimulation nicht nachweisen (n=4). C: Die 
präinkubation mit Rosiglitazone vermindert die ERK1/2-Phosphorylierung nach Insulin-
Stimulation zu jedem gemessenen Zeitpunkt (t=0:  [HCT116, SW480 & HEK293T]/EV: 
1,882175e+007 vs : [HCT116, SW480 & HEK293T]/MTMR7: 7,836587e+006 p=0,004, t=5:  
[HCT116, SW480 & HEK293T]/EV 1,650933e+007 vs [HCT116, SW480 & HEK293T]/MTMR7 
8,633041e+006 p=0,03., t=10: [HCT116, SW480 & HEK293T]/EV 1,599065e+007 vs: 
[HCT116, SW480 & HEK293T]/MTMR7: 7,519425e+006 p= 0,02 t=30: [HCT116, SW480 & 
HEK293T]/EV  1,609541e+007 vs. [HCT116, SW480 & HEK293T]/MTMR7 5,941017e+006, 
p=0,07, je n=3) 
B A 
C 
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3.2.6 Die Effektstärke der MTMR7-Transfektion unterscheidet sich zwischen den 
beiden kolorektalen Karzinomzelllinien. 
Es zeigte sich, dass die Effektstärke der MTMR7-Transfektion - ausgedrückt durch die Differenz 
der OD-Werte der jeweiligen RTK-Stimulationszeitpunkte MTMR7-transfizierter und 
Leervektor-transfizierter Zellen - in SW480-Zellen ohne PI3CA-Mutation größer war als in 
HCT116-Zellen. Dies gilt insbesondere für die Stimulation der untersuchten Signalwege durch 
Insulin. Hier findet sich eine signifikant größere Effektstärke für die S6-Phosphorylierung 
genauso wie ein größerer Effekt auf die ERK1/2-Signaltransduktion. 
  
 
Dieser Unterschied zeigte sich für die Stimulation mit EGF nur für die AKT S473-
Phosphorylierung (HCT116: 0,849596*106 SEM: 0,727735*106 vs SW480: 2,952*106 SEM 
0,986895*106 p=0,0264, n=3, paired, two-tailed), nicht jedoch für die S6-Aktivierung. Eine 
Aussage für die ERK1/2-Aktivierung nach EGF-Stimulation lässt sich anhand der wenigen 
vorliegenden Daten nicht treffen.  
 
Abbildung 19. Die Effektstärke der MTMR7-Transfektion ist in SW480-Zellen signifikant 
größer als in der Zelllinie HCT116.  Dargestellt ist der Vergleich der durchschnittlichen 
Differenz des S6- (A) und ERK1/2-Phophorylierungsniveaus (B) zwischen MTMR7-
überexprimierenden Zellen und entsprechenden Kontrollen von HCT116 -Zellen mit 
derjenigen der Zelllinie SW480. Es zeigte sich eine signifikant größere Reduktion der 
Aktivität des PI3K (HCT116: 3,804*106 ± 4,509*106 N=3 vs. SW480 18,90*106 ± 1,727*106 
N=3, p= 0,0353; zweiseitiger T-Test) und MAPK-Signalwegs (HCT116: 0,576792*106 ± 
1,289e+006 N=5vs. SW480 6,632e+006 ± 1,002e+006 N=5 p=0,0060; zweiseitiger T-Test) in 
SW480-Zellen, als in HCT116-Zellen 
B A 
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3.2.7 MTMR7 hemmt die „nicht-genomische“ PPARγ-Liganden-vermittelte 
Aktivierung von ERK 
 
Wie beschrieben üben die insulinsensitivierenden PPARγ-Agonisten der Gruppe der 
Thiazolidinedione wie Rosiglitazone oder Pioglitazone pro-proliferative, teils sogar 
prokarzinogene Effekte aus, die mit dazu beigetragen haben, ihre Bedeutung als 
Standardtherapeutika in der Therapie des Typ 2 Diabetes gravierend einzuschränken[68]. 
Rosiglitazone in einer Dosis ≥ 10µM führt dabei nicht nur zu einer Stimulation der 
transkriptionellen Aktivität des Kernrezeptors PPARγ, sondern aktiviert gleichzeitig nach 
extrem kurzer Expositionsdauer die ERK1/2-Signalkaskade.[172] Mögliche Mechanismen 
hinter einer solchen „nicht-genomischen“ Aktivität der Kernrezeptorliganden stellen sowohl 
die Aktivierung alternativer Rezeptoren (beispielsweise des EGFR oder GPR40-Proteins) 
[173,174], alternative Effektoren, die beispielsweise eine ROS-Produktion in den 
Mitochondrien bedingen[8], oder zytosolische PPARγ-Komplexe, wie der hier charakterisierte, 
dar.  
Um den Einfluss von MTMR7 auf diese „nicht-genomischen“ Thiazolidinedion-Effekte zu 
analysieren, wurden MTMR7-transfizierte Zellen mit 10µM Rosiglitazone stimuliert und der 
(p42/p44)-ERK1/2-Phosphorylierungsstatus durch Western-Blot-Analyse bestimmt.  
Während sich keine basale ERK1/2 Phosphorylierung in HEK293T-Zellen zeigte, fand sich in 
den beiden kolorektalen, KRAS-mutierten Zelllinien HCT116 und SW480 ein basales Phospho-
ERK1/2-Niveau bereits ohne Stimulation. Eine weitere, Rosiglitazone-vermittelte ERK-
Aktivierung konnte jedoch durch MTMR7-Überexpression unterdrückt werden. Dies lässt sich 
in dem signifikant niedrigeren Pospho-ERK1/2-Niveau der HCT116-Zellen (HCT/EV: 2,376*107 
± 0,3790*107 N=4 vs HCT/MTMR7: 1,266e+007 ± 0,064*107 N=4) genauso erkennen wie in 
den zusammengefassten O.D.-Werten der beiden kolorektalen Karzinomzelllinien. Hier zeigte 
sich ein signifikant niedrigeres ERK-Phosphorylierungsniveau nach 10 und 30 Minuten 
Rosiglitazone-Stimulation.  
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Es zeigte sich in keiner der analysierten Zelllinien eine vermehrte oder durch MTMR7-
beeinflussbare Phosphorylierung der PI3K-Kaskade vermittelten AKT(THR308)-
Phosphorylierung. In den beiden Darmkrebszelllinien fand sich jedoch eine leichte Zunahme 
der SER473-Phosphorylierung, die durch MTMR7-Überexpression verhindert werden konnte.  
 
3.2.8 MTMR7-Überexpression führt zu einem Anstieg des zellulären HSP90-Gehalts in 
HEK293T-Zellen, jedoch nicht in den beiden kolorektalen Karzinomzelllinien. 
Aktuelle Arbeiten anderer Arbeitsgruppen konnten eine wechselseitige Beeinflussung des 
Aktivitätsniveaus des Heat-Shock-Proteins-90 und des mTORC nachweisen[175]. Außerdem 
zeigte sich eine positive Korrelation zwischen HSP90-Expressionsneveau, PPRE-Aktivität und 
PPARγ-assoziiertem Phänotyp, sowohl in HEK293-Zellen als auch in vivo[104]. Wie oben 
gezeigt, fungiert MTMR7 nicht nur als Inhibitor des mTOR-Signalwegs, sondern unterbricht 
gleichzeitig die Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2-Kaskade. Es hemmt also Signalwege, die sowohl für 
die Regulation der HSP90-Funktion als auch für die der PPRE-Aktivität von zentraler Bedeutung 
sind. 
Abbildung 20. MTMR7 hemmt die Rosiglitazone vermittelte ERK1/2 Aktivierung.  
Dargestellt sind repräsentative Western-Blots mit Anti-Phospho-ERK1/2-Antikörper und 
HSP90-Abgleich mit Quantifizierung. Deutlich wird zum einen die Aktivierung des M APK-
Signalwegs durch Rosiglitazone und zum anderen, dass diese durch MTMR7-
Überexpression in den beiden kolorektalen Zelllinien signifikant reduziert wird (t=10min: 
HCT&SW/EV: 2,445*107 ± 0,4701*106 n=2 vs. HCT&SW/MTMR7: 1,219*107 ± 
0,0027485*107 n=2 p= 0.0263093; t=30min: HCT&SW/EV: 2,268*107 ± 0,3419*107 n=2 vs. 
HCT&SW/MTMR7: 1,258*107 ± 0,0094700*107 n=2 p= 0.0554714; zweiseitiger T-Test). 
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Bereits ohne weitere Beeinflussung der Zelle führte MTMR7-Überexpression in HEK293T-
Zellen zu einem leichten, aber signifikanten Anstieg des HSP90-Gehalts auf Proteinebene  
(HEK293T/EV: 1,489*107± 0,1649*107 n=18 vs. HEK293T/MTMR7: 1,846*107 ± 0,1164*107 
n=18; p= 0.0464 ; gepaart, zweiseitiger T-Test). Dieser Effekt konnte weder für HCT116-Zellen 
noch für die Zelllinie SW480 nachgewiesen werden. (SW480/EV: 0,8859x107 ± 0,0705827*107 
n=35 vs. SW480/MTMR7: 1,090*107 ± 0,1056*107 n=34; p=0.0752 paired, two-tailed; 
HCT116/EV: 1,266*107 ± 0,1137*107 n=34 vs. HCT116/MTMR7: 1,114*107 ± 
0,00844004*107 n=34; p= 0.0752 ; gepaart, zweiseitiger T-Test) (FIG31&32). 
 
3.2.9 MTMR7 hemmt den PPARγ-Agonist-vermittelten Anstieg des zellulären HSP90-
Gehalts 
In allen 3 Zelllinien führte eine einstündige Behandlung mit 10 µM Rosiglitazone zu einem 
rapiden Anstieg des HSP90-Niveaus auf Proteinebene. 
Dieser Anstieg war in den beiden kolorektalen Karzinomzelllinien (HCT/EV: 1,266*107 ± 
0,1137*107 n=34 vs. HCT/EV + Rosi: 2,700*107 ± 0,4780*107 n=8 p<0.0001; SW/EV: 
0,8859*107 ± 0,0705827*107 n=35 vs. SW/EV + Rosi: 1,372*107 ± 0,0518407*107 n=8 p= 
0.0025 ; Zweifacher ANOVA) signifikant und auch in HEK293T-Zellen nachweisbar, wenngleich 
nicht auf signifikantem Niveau (HEK/EV: 1,489*107 ± 0,1649*107 n=18 vs. HEK/EV + Rosi: 
1,981*107 ± 0,1201*107 n=8 p=0,0726; zweiseitiger T-Test). 
Überexpression von MTMR7 führte in allen drei Zelllinien zu einer signifikanten Reduktion 
dieses Effekts (SW/EV:  "0,8859*107 ± 0,0705827*107 n=35" vs. SW/MTMR7 + Rosi: 
"0,8111*107 ± 0,1338*107 n=8" p=0.6449;  HEK/EV: "1,489*107 ± 0,1649*107 n=18" vs. 
HEK/MTMR7 + Rosi: "1,376*107 ± 0,0798054*107 n=8" p= 0.6609 ; HCT/EV: "1,266*107 ± 
0,1137*107 n=34" vs. HCT/MTMR7 + Rosi: 1,842*107 ± 0,1309*107 n=8" p=0.0234; 
Zweifacher ANOVA). 
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3.3 MTMR7 reduziert das Zellwachstum kolorektaler Karzinomzelllinien mit 
Mutationen des Ras- und WNT-Signalwegs 
 
Myotubularine gelten nicht zuletzt aufgrund ihres Effekts auf die AKT-Signaltransduktion als 
„survival phosphatases“[147,176]. Gleichzeitig scheint MTMR7 in diesem Kontext eine 
Sonderrolle einzunehmen, hat es doch keine fördernde Wirkung auf die AKT-Funktion, 
sondern eine hemmende. 
Um den Einfluss des MTMR7-Proteins auf die Proliferation kolorektaler Karzinomzelllinien zu 
untersuchen, wurden Zellen, die entweder transient oder konstant MTMR7 überexprimierten, 
mit entsprechenden Kontrollen für mehrere Tage entweder in Standardmedium oder in 
Standardmedium mit einem Zusatz von 10 µM Rosiglitazone oder 50 ng/ml Insulin inkubiert. 
Das Experiment wurde mit Hilfe eines kolorimetrischen MTT-Tests analysiert. 
MTMR7-Überexpression führte sowohl in konstant MTMR7-überexprimierenden HCT116- als 
auch in entsprechenden SW480-Zellen zu einer signifikant verminderten Wachstumsrate 
bereits in Abwesenheit zusätzlicher Wachstumsstimuli, verglichen mit den entsprechenden 
Kontrollgruppen. Die Zunahme war in SW480-Zellen mit MTMR7-Überexpression etwa 32% 
niedriger als in der Kontrollgruppe [171]. In HCT116-Zellen fiel der Effekt mit einer um 19 
Prozent verminderten Zellzahl etwas geringer aus, war jedoch immer noch signifikant [171].  
Abbildung 21.  MTMR7-Überexpression und Rosiglitazonebehandlung verändern das 
HSP90 Proteinexpressionsniveau in HEK293T- und den beiden kolorektalen Zelllinien . 
Dargestellt ist die Quantifizierung sämtlicher Blots, in denen HSP90 als Abgleich verwendet 
wurde. Deutlich wird die Änderung des HSP90-Gehalts durch MTMR7-Überexpression. Dies 
war der Grund, weshalb die weitere statistische Auswertung nicht mehr mit für HSP90 
normalisierten OD-Werten durchgeführt wurde. Zudem führte eine sechzigminütige 
Präinkubation der Zellen mit Rosiglitazone zu einem signi fikanten Anstieg des HSP90-
Proteingehalts. Dieser Effekt wurde durch MTMR7-Überexpression in HEK293T- und 
HCT116-Zellen signifikant reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus n ≥ 3 
Experimenten. 
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Dieser Effekt ließ sich nach transienter Transfektion nicht nachweisen. 
 
3.3.1 MTMR7 mindert das Zellwachstum unter hyperinsulinämischen Bedingungen 
Um den Einfluss des MTMR7-Proteins auf das Insulin-vermittelte Zellwachstum in vitro zu 
untersuchen, wurden MTMR7-überexprimierende Zellen und entsprechende Kontrollen für 
mehrere Tage unter hyperinsulinämischen Bedingungen gehalten. Zur Simulation der 
Hyperinsulinämie ist die Anhebung des Insulingehalts im Standardmedium in Experimenten 
mit SW480- und HCT116-Zellen um 20[177] – 100ng [178,179] beschrieben, wir nutzten eine 
Abbildung 22. MTMR7-Überexpression führt zu einer signifikanten Verminderung der 
Proliferationsrate der beiden kolorektalen Zelllinien.  Dargestellt ist die Quantifizierung 
von MTT-Assay-gestützen Wachstumsanalysen der beiden kolorektalen Karzinomzelllinien 
SW480 (oben) und HCT116 (unten) für die einzelnen Tage des Experiments sowie als 
Zusammenfassung aller Zeitpunkte. Sowohl für die SW480- (Durchschnitt der Differenz 
(MTMR7/EV-EV/EV): -0,3251,  SEM der Differenzen 0,07120 p= 0,0103; gepaart, 
zweiseitiger T-Test), als auch für HCT116-Zellen (Durchschnitt der Differenz (MTMR7/EV-
EV/EV): -0,1909,  SEM der Differenzen 0,05094, p= 0,0332; zweiseitiger T-Test) fand sich 
nach Normalisierung auf die Leervektor-exprimierenden Kontrollen ein signifikant 
verminderte Wachstumsrate. 
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Anhebung um 50ng/ml. 
Unter diesen Bedingungen führte die stabile MTMR7-Überexpression zu einem deutlich 
niedrigeren Proliferationsniveau in HCT116-Zellen insbesondere gegen Ende des 
Behandlungszeitraums. 
 
 
Derselbe Trend zeigte sich in SW480-Zellen: Eine deutlich niedrigere Zelldichte konnte zu allen 
Messzeitpunkten nachgewiesen werden, insgesamt war die Proliferationsrate durch die 
MTMR7-Überexpression um durchschnittlich 18% gegenüber der Kontrollgruppe reduziert. 
 
 
 
 
 
Abbildung 23.  MTMR7-Überexpression führt zu einer Verminderung des Zellwachstums 
unter hyperinsulinämischen Bedingungen.  Dargestellt ist die Quantifizierung der MTT-
Assay-gestützen Wachstumsanalyse der Zelllinie HCT116, die in Standardmedium mit 
einem um 50 ng/ml erhöhtem Insulingehalt kultiviert wurden. Am fünften und sechsten 
Tag der Behandlung fand sich ein signifikant vermindertes Zellwachstum in Zellen mit 
MTMR7-Überexpression (t=5d, HCT116/EV: 521,9% ± 76,85% n=8 vs. HCT116/MTMR7: 
417,3% ± 60,86% n=9, p=0.0450219; t=6d, HCT116/EV: 657,7% ± 116,7% n=5 vs. 
HCT116/MTMR7: 419,1% ± 83,41% n=4, p=0.0010; zweiseitiger T-Test). 
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In transient transfizierten HCT116-Zellen fiel der inhibitorische Effekt auf das Zellwachstum 
ebenfalls deutlich aus. Es fand sich eine über alle Messpunkte hinweg um durchschnittlich 71% 
reduzierte Proliferationsrate (Durchschnitt der Differenz (MTMR7-EV): -71,43,  SEM der 
Differenzen 21,28, p=0,0284 n=5; gepaart, zweiseitiger T-Test) (FIG). In transient transfizierten 
HEK293T- und SW480-Zellen zeigte sich kein signifikanter Effekt oder Trend. 
3.3.2 MTMR7 mindert das Zellwachstum in transient transfizierten HCT116-Zellen 
unter Einwirkung von Rosiglitazone 
Um den Einfluss sowohl der „nicht-genomischen“ als auch der genomischen Effekte von 
Rosiglitazone auf das Zellwachstum kolorektaler Tumorzelllinien in Zusammenhang mit einem 
veränderten MTMR7-Status zu untersuchen, wurden transient und stabil MTMR7-
überexprimierende Zellen und entsprechende Kontrollen für mehrere Tage mit 10 µM 
Rosiglitazone behandelt. In transient transfizierten HCT116-Zellen zeigte sich bei der Analyse  
über alle Zeitpunkte hinweg ein etwa 50% reduziertes Zellwachstum (Durchschnitt der 
Differenz (MTMR7-EV): -49,88,  SEM der Differenzen 20,18, p=0,0330 gepaart, zweiseitigier T-
Test; n=11, 3 unabhängige Wiederholungen). Gleiches ließ sich bei der Analyse der einzelnen 
Expositionsdauern für Tag 3 feststellen (Mittlere Differenz HCT116/EV - HCT116/MTMR7: 
111,7 ± 38,84 N=3, p < 0,05, zweiseitiger T-Test). Dieser Effekt war weder für die anderen 
Zelllinien noch für stabil transfizierte Zellen reproduzierbar. 
Abbildung 24. Die MTMR7-Überexpression führt zu einer Verminderung des 
Zellwachstums unter hyperinsulinämischen Bedingungen.  Dargestellt ist die 
Quantifizierung der MTT-Assay-gestützen Wachstumsanalyse der Zelllinie SW480, die in 
Standardmedium mit einem um 50 ng/ml erhöhtem Insulingehalt kultiviert wurden, 
normalisiert wurde auf die jeweiligen Werte mit Leervektor transfizierter Zellen. 
(Durchschnitt der Differenzen: (MTMR7/EV-EV/EV): -0,1822 , SEM der Differenzen 0,05594; 
p=0.0472 4 Paare, gepaarter, zweiseitiger T-Test ). 
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3.4 MTMR7 beeinflusst die Chemosensitivität MSI- und MSS-kolorektaler 
Karzinomzelllinien 
Fehlendens Ansprechen auf oder Entwicklung einer Resistenz gegenüber Chemotherapeutika 
ist ein Hauptproblem in der Therapie des fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms[180,181], 
so dass die Evaluation von Markern, die ein adäquates Ansprechen vorhersagen und somit die 
Auswahl und Einleitung einer potentiell nebenwirkungsreichen Therapie rechtfertigen 
können, intensiv beforscht wird. Wie einleitend diskutiert, stellt Mikrosatelliteninstabilität 
einen potentiellen Marker für Therapieansprechen auf 5-Fluoruracil(5FU) enthaltende 
Chemotherapie-Regime dar[15] und ist in diesem Rahmen aktuell Gegenstand großer, 
prospektiver Studien [182] 
Um den Einfluss von MTMR7 auf die Chemosensitivität im kolorektalen Karzinom analysieren 
zu können, wurden die Überlebensraten stabil MTMR7 oder einen Leervektor exprimierender 
MSI+ (HCT116) und MSS-Zellen (SW480) unter Therapie mit Cisplatin und 5FU analysiert. 
Durch Ergänzung der Chemotherapeutika um den mTOR-Inhibitor Everolimus oder den 
PPARγ-Agonisten Rosiglitazone sollten der Einfluss der MTMR7-Überexpression auf das 
mTORC-Signaling und die Möglichkeit einer gezielten pharmakologischen Manipulation der 
Phosphatase untersucht werden.  
Die Zelllinien wurden kultiviert und behandelt, wie oben erläutert. 
Bereits von Bracht et al. konnte gezeigt werden, dass die MSI+ Zellinie HCT116 signifikant 
sensibler auf eine Exposition mit dem Chemotherapeutikum 5FU reagiert, als Zellen der MSS 
Linie SW480. [183]. Diese Beobachtung ließ sich in den hier durchgeführten Experimenten 
reproduzieren (s. Abbildung 25 1&2).  
Zudem wurde die Gabe von 5-FU und Cisplatin um Rosiglitazone und den mTOR-Inhibitor 
Everolimus ergänzt. Hierzu wurde zunächst ein Toxizitätsassay durchgeführt, um die am 
stärksten wirksame Everolimusdosis unter Therapie mit dem jeweiligen Chemotherapeutikum 
zu ermitteln. Der größte, wenn auch nicht signifikante Effekt auf die Zelllinie HCT116 unter 
5FU-Exposition zeigte sich hier bei einer Everolimuskonzentration von 1 nM, die für die 
weiteren Experimente verwendet wurde. Vorbeschrieben ist insbesondere für die Zelllinie 
HCT116, dass bedingt durch die PI3KCA- und RAS-Mutationen der antiproliferative Effekt des 
mTORC-Inhibitors Everolimus umgangen wird, was durch Aktivierung alternativer 
Signalkaskaden zu einem vermehrten Zellwachstum unter Gabe von Everolimus führt[184]. 
Die Überexpression von MTMR7 scheint diesem Effekt entgegen zu wirken. Wie in Abbildung 
25 erkennbar, führt die Exposition mit Everolimus zu einer erhöhten Überlebensrate (3). Eine 
konstante MTMR7-Überexpression hebt diesen Effekt auf, die entsprechend transfizierten 
Zellen verhalten sich wie Zellen ohne zusätzliche Everolimusgabe. Unter gleichzeitiger 
Therapie mit Cisplatin fällt dieser Effekt noch deutlicher aus (s. Abbildung 27). 
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Zusätzlich wurde versucht die Chemosensibilität der Zelllinien durch eine zusätzliche 
Behandlung mit Rosiglitazone zu steigern. Tatsächlich fand sich eine gesteigerte Sensibilität 
Abbildung 25. MTMR7 hemmt die durch RAS und PI3KCA vermittelte Resistenz gegenüber 
dem mTORC-Inhibitor Everolimus in der Karzinomzelllinie HCT116. Dargestellt ist die Rate 
vitaler mit verschiedenen Konzentrationen des Chemotherapeutikums 5FU(x -Achse) und 
1nM Everolimus behandelter  Zellen bezogen auf eine niedrige 5FU -Konzentration von 0,1 
µM. Erkennbar ist die erhöhte Sensibilität der MSI+ Zelllinie HCT116 gegenüber dem 
Chemotherapeutikum 5FU, verglichen mit der MSS-Zelllinie SW480 (1&2) (500 μM: 
Differenz HCT116/MTMR7 (n=8) vs. SW480/MTMR7 (n=2): -28,48 % ± 7,659% p< 0,05 
Mehrfaktorielle ANOVA; 1000 μM: Differenz HCT116/EV (n=9) vs  SW480/EV (n=2):-25,56 % 
± 7,573 % p< 0,05 mehrfaktorielle ANOVA). Gleichzeitig wird deutlich, dass die mit  der 
mTORC1-Inhibition assoziierte verminderte Sterberate durch MTMR7 -Überexpression auf 
das Niveau der Zellen ohne Everolimus-Exposition gesenkt wird (3) (500 μM: Differenz 
HCT116/MTMR7 (n=8) vs HCT/EV  + Everolimus (n=6): -17,99 % ± 5,232 % p<0,05, 
HCT116/EV (n=9) vs HCT116/EV  + Everolimus (n=6): -15,50 % ± 5,106% ; 1000 μM: Differenz 
HCT116/MTMR7 (n=8) vs HCT116/EV + Everolimus (n=6): -20,28& ± 5,232% p< 0,05 beide 
mehrfaktorielle ANOVA). 
1 
2 
3 
3 
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gegenüber niedrigen 5FU Dosen nach Koinkubation mit 10 µM Rosiglitazone, unabhängig 
allerdings vom Grad der MTMR7-Expression.  
 
 
 
 
 
Abbildung 26. : Die zusätzliche Behandlung mit Rosiglitazone führt zu einer Verstärkung 
des chemotherapeutischen Effekts unabhängig vom MTMR7-Status. A: Dargestellt ist die 
Überlebensrate bezogen auf mit 0,1 µM 5FU behandelte Zellen der Linie HTC116 mit und 
ohne zusätzliche Gabe von Rosiglitazone. Deutlich wird der additive Effekt, was die 
Toxizität von 5FU angeht, der jedoch unabhängig von der MTMR7 -Überexpression auftritt. 
B: Ein ähnliches Verhalten lässt sich für die Gabe von Cisplatin beobachten: sowohl die 
Transfektion mit MTMR7 als auch die zusätzliche Gabe von Rosiglitazone führen zu einer 
Sensitivierung der Zellen gegenüber dem Chemotherapeutikum. Der Effekt von 
Rosiglitazone ist MTMR7 unabhängig. (überall mehrfaktorielle ANOVA; *= p< 0,05) 
A 
B 
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Neben 5FU wurde auch die Sensibilität stabil MTMR7-überexprimierender Zellen gegenüber 
Cisplatin untersucht. Dabei zeigte sich in HCT116-Zellen unter Konzentrationen bis 20nM kein 
zytotoxischer Effekt, insbesondere in den Zellen ohne MTMR7-Überexpression, die ein 
leichtes Zellwachstum aufwiesen. Diese Proliferation blieb unter MTMR7-Überexpression aus, 
unter 20 nM fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Insgesamt 
ließ sich in MTMR7-überexprimierenden HCT116-Zellen eine signifikant größere Sensibilität 
gegenüber der Cisplatinexposition nachweisen (Gesamtüberlebensrate: HCT116/MTMR7: 
77,21 ±32,5 n=6 vs. 89,30 ± 35,62 n=6 p=0,0290, zweiseitiger T-Test). Dieser Effekt ließ sich 
durch die Addition von 10 µM Rosiglitazone noch steigern. 20 bis 100 nM Cisplatin führten 
unter Rosiglitazone zusammengefasst zu einer signifikant niedrigeren Zelldichte in MTMR7-
überexprimierenden Zellen, verglichen mit nicht-Rosiglitazone-behandelten Zellen mit 
ektopem MTMR7 (Gesamtüberlebensrate: HCT116/MTMR7 + 10 µM Rosiglitazone: 57,34% 
±24,84 n=3 vs. HCT116/MTMR7 ohne 10 µM Rosiglitazone 78,13% ± 31,44 n=3 p=0,0345; 
zweiseitiger T-Test). Es fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen Rosiglitazone-
behandelten Zellen ohne MTMR7-Überexpression und MTMR7-transfizierten, nicht-
Rosiglitazone-behandelten Zellen, was den Schluss nahelegt, die Toxizitätssteigerung durch 
Rosiglitazone sei MTMR7-abhängig. Da jedoch auch kein signifikanter Unterschied zwischen 
Rosiglitazone-behandelten Zellen mit und ohne ektopem MTMR7 nachgewiesen werden 
konnte, ist dieser Schluss unter Vorbehalt zu ziehen. 
 
Die additive Gabe von Everolimus zeigte wie schon im Fall von 5-FU keinen zusätzlichen 
zytotoxischen Effekt. Gleichzeitig verschwand unter Gabe von 0,5 nM Everolimus der eingangs 
beschriebene Proliferationsunterschied unter 20nMCisplatin (s. Abbildung 27). Zellen ohne 
zusätzliches MTMR7 verhielten sich also unter mTOR-Inhibition genauso wie Zellen mit 
zusätzlichem MTMR7 ohne weitere Manipulation des mTORC-Signalwegs. 
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3.5 Analyse der MTMR7-Expression im humanen kolorektalen Karzinom 
3.5.1 MTMR7-Verlust ist ein häufiges Ereignis im humanen kolorektalen Karzinom 
und korreliert mit der Dedifferenzierung der Tumore 
 
Hinweise auf die Bedeutung des MTMR7-Proteins im humanen kolorektalen Karzinom sollten 
durch immunhistochemische Analyse der MTMR7-Proteinexpression in 110 Proben von 
kolorektalen Tumoren, Proben der unveränderten Mukosa von 8 gesunden Individuen und 9 
Abbildung 27. MTMR7-Überexpression reduziert die Chemoresistenz der Zelllinie HCT 116 
gegenüber Cisplatin und imitiert den Effekt einer Behandlung mit dem mTORC -Inhibitor 
Everolimus. Dargestellt ist die Rate vitaler mit verschiedenen Konzentrationen des 
Chemotherapeutikums Cisplatin (x-Achse) und 0,5 nM Everolimus behandelter  Zellen. Bei 
niedrigen Cisplatinkonzentrationen kommt es zu einem signifikanten Zellwachstum in den 
leervektortransfizierten Zellen. MTMR7-Überexpression oder der Zusatz von Everolimus 
hemmen diesen Effekt in gleicher Weise.  
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Typ 2 Diabetikern, die gleichzeitig an einem kolorektalen Karzinom erkrankt waren, gewonnen 
werden. 
Während MTMR7 in sämtlichen Proben benignen Darmepithels (n=17) nachgewiesen werden 
konnte, war es in 55% (60 von 110) der analysierten Tumorproben verlorengegangen. 
Betrachtet man nur die Proben mit unbekanntem Status bezüglich Typ 2 Diabetes mellitus 
(T2DM) oder loss of imprinting (LOI) des insulin-like Growthfactor (IGF)2-Gens, so ließ sich 
MTMR7 in 40% (26 von 65) der Karzinome nicht mehr nachweisen. Ein ähnliches Verhältnis 
fand sich in Patienten ohne T2DM und ohne IGF2 LOI. In dieser Gruppe war MTMR7 in 47% (7 
von 15) der Fälle nicht mehr nachweisbar ( Abbildung 28 A)[171]. 
Bemerkenswerterweise war der Verlust von MTMR7 assoziiert mit der zunehmenden 
Dedifferenzierung der Tumore. Nachweisbar in 72% (8 von 11) der G1 Läsionen ließ sich das 
Protein nur noch in 48% (33 von 69) der G2-Tumore und 33% (8 von 24) der G3-Karzinome 
anfärben. Dieser Effekt ließ sich sowohl in der dichotomen, qualitativen Analyse nachweisen 
als auch in der semiquantitativen Auswertung einer Subgruppe mit unbekanntem T2DM- oder 
IGF2-LOI-Status (FIG45)[171]. 
Zwischen MTMR7-Expression und anderen tumor- oder patientenspezifischen Charakteristika 
wie UICC-Stadium, TNM-Status, Tumorlokalisation, KRAS-Mutationsstatus, Höhe des CEA-
Werts, LOH, Alter, Geschlecht oder body-mass-Index konnte keine Korrelation gefunden 
werden. 
 
3.5.2 Die Identifikation zweier Risikogruppen für MTMR7-Verlust: 
 
Die oben beschriebene funktionelle Verflechtung zwischen MTMR7 und der 
insulinvermittelten Aktivierung des PI3K-Signalwegs ließ Patientengruppen in den Fokus 
rücken, die eine Veränderung des Aktivitätsniveaus in eben dieser Signalkaskade aufwiesen. 
Die T2DM-assoziierte Insulinresistenz zieht insbesondere in Frühstadien der Krankheit eine 
reaktive Hyperinsulinämie nach sich. Da sich die Resistenz gegenüber dem pro-proliferativen 
Hormon jedoch nur teils auf die zellwachstumfördernde AKT-Aktivierung[130] auswirkt, 
stellen nicht-insulinabhängige Typ-2-Diabetiker (n=17) eine der beiden, in diesem 
Zusammenhang analysierten, Gruppen dar. Die andere Gruppe bilden Patienten, deren 
Tumore aufgrund LOIs eine vermehrte auto- und parakrine IGF2-Sekretion, die ebenfalls eine 
Überaktivität der PI3K-AKT-mTORC-Kaskade nach sich zieht (n=13), aufweisen. 
Es zeigte sich eine starke Korrelation zwischen MTMR7-Verlust und beiden Parametern: In 
88% (15 von 17) der Proben von Patienten mit diabetischer Stoffwechsellage ließ sich kein 
MTMR7 mehr nachweisen, in der Gruppe mit LOI fand sich in keinem der Tumoren eine 
positive Färbereaktion gegenüber MTMR7[171]. 
Verglichen mit der Kontrollgruppe ohne T2DM und IGF2 LOI fand sich der stärkste Effekt in 
der letzteren Gruppe: LOI des IGF2-Gens war mit einem signifikant höheren Risiko für MTMR7-
Verlust assoziiert (OR: 13,71, p=0,0157). Eine ähnlich starke Risikoerhöhung fand sich in der 
Gruppe der Diabetiker (OR 8,57, p=0,0209)[171]. Bemerkenswerterweise gilt dies nicht für die 
benigne Mucosa, in der sich auch in den Proben der Diabetiker noch eine deutliche MTMR7-
Expression im Epithel nachweisen ließ. Die gleiche Aussage lässt sich für andere 
physiologischerweise MTMR7-exprimierende Gewebe wie die Muskularis der Schleimhaut 
oder Gefäße treffen. 
 
70 
 
 
 
 
  
Abbildung 28.  MTMR7-Protein und mRNA-Expression im humanen kolorektalen 
Karzinom. A. oben: Oncoprint-Datei der TCGA Provisional Datenbank für humanes 
kolorektales Karzinom des Onlineportals cbioportal. 8% der Tumorproben weisen 
Deletionen oder Missense Mutationen des MTMR7 Gens auf . Dieses Ereignis korreliert mit 
Veränderungen des MTMR9-Gens. unten: Der Verlust des MTMR7-Proteins lässt sich in 
40% der kolorektalen Karzinome nachweisen. Ein Kollektiv ohne Ras-Mutation, Typ 2 
Diabetes oder IGF-2 LOI verhält sich ähnlich. B: Die MTMR7-Protein-Expression korreliert 
negativ mit dem Differenzierungsgrad der entsprechenden Tumorprobe . Dargestellt ist 
die statistische Auswertung eines Scores von 0 bis 3 der Intensität der 
immunhistochemischen Färbung im Gewebe gesunder Kontrollen und in kolorektalem 
Karzinom. C: Typ 2 Diabetes Mellitus (links) und loss of imprinting des IGF-2 korrelieren 
mit einer verminderten MTMR7-Proteinexpression.  Dargestellt ist der Vergleich der 
dichotomen Auswertung der MTMR7 Färbung in Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus 
ohne KRAS-Mutation oder IGF-2 LOI oder von Patienten mit IGF-2 LOI ohne Diabetes oder 
Ras-Mutation mit einer Kontrollgruppe ohne Diabetes, Ras-Mutation oder IGF-2 LOI. 
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atenbankrecherche  für MTMR7-Mutationen in humanen soliden Tumoren 
 
 
Die Suche nach anderen Tumorentitäten, in denen MTMR7 eine potentielle Rolle spielen 
könnte, erfolgte mit Hilfe der Datenbank cBio Cancer Genomics Portal (http:// 
cbioportal.org)[185,186], in der neben vollständig sequenzierten Tumorgenomen relativ 
großer Patientenkollektive auch Informationen über mRNA-Expression und Proteom der 
betreffenden Tumorproben verfügbar sind.  
Hier zeigte sich eine relativ hohe Prävalenz insbesondere von Deletionen und Mutationen des 
MTMR7-Gens in Tumoren des Urogenitaltrakts. Die höchste Mutationsrate 
gastroenterologischer Tumoren findet sich in dieser Analyse mit knapp 10% im 
hepatozellulären Karzinom. Hier lässt sich auch ein mit dem MTMR7-Verlust einhergehendes 
signifikant verringertes Gesamtüberleben feststellen (14,85 Monate n=14 in Tumoren mit 
verändertem MTMR7 vs. 29.53 Monate n=111 in MTMR7-WT Tumoren; p 0.016, Logrank-
Test). (s.Abbildung 30). 
 
 
 
 
Abbildung 30.  Veränderungen des MTMR7-Gens sind mit einem signifikant verringerten 
Gesamtüberleben von Patienten mit hepatozellulärem Karzinom assoziiert. Dargestellt ist 
eine Kaplan-Meier-Kurve erstellt mit Hilfe der Datenbank TCGA Liver Hepatocellular 
Carcinoma des Online-Portals cBioportal of Cancer Genomics. Patienten mit Veränderungen des 
MTMR7-Gens weisen ein signifikant schlechteres Gesamtüberleben im Vergleich zur 
Kontrollgruppe auf (14,85 Monate n=14 in Tumoren mit verändertem MTMR7 vs. 29.53 
Monate n=111 in MTMR7-WT Tumoren; p 0.016, Logrank-Test[187]). 
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 Eine ähnlich hohe Rate von MTMR7-Veränderungen auf genomischer Ebene lässt sich im 
pulmonalen Adenokarzinom feststellen und auch hier zeigt sich ein signifikant kürzeres 
Überleben der Patienten mit Veränderungen des MTMR7-Gens (27.14 Monate n=18 vs. 45.31 
Monate n=185 Logrank Test P= 0.005) 
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4 DISKUSSION 
4.1 Methodenkritik 
Bevor die oben angesprochenen Ergebnisse einer näheren Betrachtung unterzogen werden, 
soll an dieser Stelle der kritischen Auseinandersetzung mit den verwendeten Methoden Platz 
eingeräumt werden. 
Zunächst sei zu Abschnitt 3.1 angemerkt, dass es sich bei den untersuchten Gewebeproben in 
allen Fällen um vollständige Organe handelte, wodurch ausschließlich Gewebsgemische 
analysiert wurden, eine Aussage über spezifische Zellpopulationen also nur sehr 
eingeschränkt möglich ist. Bezüglich der analysierten Gewebeproben der db/db-Mäuse ist zu 
bemerken, dass die Aussagekraft bezüglich der durch metabolische Faktoren beeinflussten 
MTMR7-Expression neben der relativ geringen Fallzahl durch die zusätzliche Manipulation des 
Calmodulin-abhängigen Signaltransduktion eingeschränkt ist. Wechselwirkungen zwischen 
der MTMR7-Funktion und derjenigen der im verwendeten Mausmodell ausgeknockten 
Ca2+/calmodulin-abhängigen Proteinkinase (CAMK) scheinen beispielsweise angesichts der 
von beiden Faktoren beeinflussten ERK1/2-Aktivität[188] wahrscheinlich. 
Bezüglich der Stimulationsexperimente ist zunächst zu berücksichtigen, dass die statistische 
Auswertung derselben mehrere methodisch bedingte Schwächen aufweist: Erstens ist die 
Quantifizierung der Western-Blot-Banden mit der verwendeten Software nicht standardisiert 
automatisch, sondern manuell durchgeführt worden, was insbesondere in Bezug auf die 
Festlegung des Areals für die Kalkulation der AUC eine gewisse Schwankungsbreite nach sich 
zieht. Die quantifizierten Werte müssen deshalb immer in Zusammenhang mit den 
Aufnahmen der zughörigen Western-Blots betrachtet werden. Zweitens fand in diesem Fall 
keine Standardisierung der Proteinmenge auf ein Referenzprotein statt. Zwar wurde versucht 
die Proteinmenge durch vorherige Konzentrationsbestimmung konstant zu halten, 
Abweichungen können jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die Ursache hierfür liegt in der 
erst spät festgestellten Beeinflussung der Konzentration des ursprünglich als Referenzprotein 
verwendeten Proteins HSP90 durch die Manipulation der MTMR7-Expression. Ein sinnvolleres 
Referenzprotein scheint im Nachhinein ein unphosphorylierter Bestandteil der analysierten 
Signalwege (bspw. ERK1/2) zu sein, der einerseits aufgrund der Bedeutung für die zelluläre 
Homöostase in seiner Konzentration relativ unbeeinflusst bleibt und andererseits Aussagen 
über die Funktionstüchtigkeit des analysierten Signalwegs zulässt. Drittens ist die geringe 
Anzahl durchgeführter Wiederholungen der einzelnen Experimente - n=2-5 - neben der 
insuffizienten Quantifizierungsmethode ein Hauptproblem, insbesondere was die 
Aussagekraft der statistischen Analysen angeht (beispielsweise wird als Mindestanzahl für 
einen aussagekräftigen t-Test eine Fallzahl von n=10 angenommen [189]). Betrachtet man 
jedoch die Millionen an Zellen, an denen das entsprechende Experiment unter 
standardisierten Bedingungen durchgeführt wurde als unabhängige Einzelexperimente, 
scheint die durchgeführte statistische Auswertung wenigstens gerechtfertigt. Viertens gibt es 
für das Zusammenfassen der Werte unterschiedlicher Zelllinien, wie es in mehreren Fällen zur 
statistischen Auswertung durchgeführt wurde, gute Argumente, gleichzeitig muss es jedoch 
zumindest kritisch betrachtet werden: Für dievorgenommene Bündelung spricht, dass ein 
Effekt, der auch nach Zusammenfassen unterschiedlicher Zellsysteme Bestand hat, eher als 
allgemeines Funktionsprinzip betrachtet werden kann, als ein solcher, der nur unter 
bestimmten Bedingungen reproduzierbar ist. Zusätzlich wurde darauf geachtet Zellsysteme zu 
kombinieren, die sich zumindest grundsätzlich ähneln und außerdem ähnliche grundlegende 
75 
 
Aktivierungsniveaus der analysierten Signalkaskaden aufweisen (s. Abschnitt 3.2.1). 
Problematisch erscheint das Zusammenfassen aus mehreren Gründen. Zum einen kann man 
mit Recht einwenden, es sei nur erfolgt, um die benötigte Fallzahl für statistisch signifikante 
Ergebnisse zu erhalten. Zum anderen handelt es sich bei näherer Betrachtung der kolorektalen 
Karzinomzelllinien um Vertreter unterschiedlicher Tumorentitäten: Zwar weisen beide 
aktivierende Ras-Mutationen auf - G12V in SW480 Zellen, G13D in HCT116. Die 
mikrosatelliteninstabile CIMP+ CIN-, aus einem rechtskolischen Ursprungstumor isolierte 
Zelllinie HCT116 [125] weist jedoch zahlreiche Charakteristika der Gruppe kolorektaler 
Karzinome auf, deren pathogenetisches Korrelat in Hypermethylierung strategischer DNA-
Regionen besteht und die sich sowohl in Bezug auf das Therapieansprechen als auch der 
Prognose von MSS, CIN+ Tumoren unterscheidet, denen sich die Zelllinie SW480 zuordnen 
lässt (s. Abschnitt 1.1). 
Die immunhistochemische Auswertung der Patientenproben weist gleichfalls einige 
Schwächen auf. Zunächst ist darauf hinzuweisen, dass sich die verwendete Expositionsdauer 
gegenüber dem Peroxidasesubstrat zwar im Rahmen des gängigen Protokolls bewegte, jedoch 
mit 3,5 bis 4 Minuten eher am oberen Rand anzusiedeln ist, was jedoch durchaus verständlich 
wird, betrachtet man die niedrige MTMR7-Expression im Gastrointestinaltrakt verglichen mit 
beispielsweise dem ZNS oder der Muskulatur (s. Abschnitt 7.1). Insbesondere bei der Analyse 
der Risikogruppen stellt diese Differenz in der Gewebsexpression eine mögliche Fehlerquelle 
dar: Zwar wurde eine definierte Substratexpositionszeit verwendet, dennoch diente die 
Färbung der mitgeführten Positivkontrolle aus glatter Muskulatur als Referenzwert, was unter 
Umständen eine „Unterfärbung“, insbesondere im Vergleich zu den TMAs nach sich gezogen 
haben könnte. Gleichzeitig wurde versucht mögliche Störfaktoren bezüglich der 
Risikogruppenanalyse auszuschließen. Hier seien insbesondere Insulinabhängigkeit des 
Diabetes, BMI und KRAS-Status genannt. Zentrale Variablen des metabolischen Status 
insbesondere der Typ 2-Diabetiker wie die Erkrankungsdauer bezüglich Diabetes 
(Surrogatparameter für die Hyperinsulinämie) und Tumorerkrankung, kardiovaskulärer 
Vorerkrankungen und die aktuelle metabolische Situation (beispielsweise quantifiziert durch 
HbA1c, Kreatinin, Gesamteiweiß und Albumin) wurden jedoch außer Acht gelassen. Des 
Weiteren war die Qualität des zweiten, nicht kommerziell erworbenen TMAs teils zweifelhaft, 
lösten sich doch einerseits zahlreiche Proben vom Objektträger, was eine korrekte Proben-
Patientenzuordnung erschwerte und war andererseits eine relativ lange 
Substratexpositionsdauer für die Färbung notwendig, was die Spezifität der Methode 
insgesamt erniedrigte. 
In der Zusammenschau der Ergebnisse lässt sich jedoch festhalten, dass sich trotz der 
erwähnten Mängel ein klarer Trend abzeichnete, sowohl was die Funktion des Proteins 
MTMR7 als auch was epidemiologische Aspekte der MTMR7-Expression im kolorektalen 
Karzinom angeht. 
 
4.2 Die MTMR7/PPARγ-Interaktion: Erklärungsansatz und Modellvorstellung 
 
Die durchgeführten Untersuchungen liefern ein neues Bild der MTMR7-Funktion im 
Allgemeinen und im Kontext des kolorektalen Karzinoms im Speziellen. Zusätzlich leistet die 
weitere Charakterisierung der zytosolischen Interaktion mit dem Kernrezeptor PPARγ einen 
Beitrag zum näheren Verständnis der zweischneidigen Effekte, die unter Therapie mit PPARγ-
Agonisten beobachtet werden[7,8,45,52,68]. Wie eingangs beschrieben wirkt sich die 
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pharmakologische Aktivierung des Kernrezeptors nicht nur günstig auf maligne und 
inflammatorische Erkrankungen aus und trägt zudem zur Resensitivierung des insulin-
resistenten Körpers gegenüber den metabolischen Effekten des Hormons bei. Gleichzeitig 
konnten für die Therapie mit Wirkstoffen aus der Gruppe der Thiazolidinedione neben 
kardiovaskulären Nebenwirkungen [90,143] prokarzinogene Effekte nachgewiesen 
werden[95], was zur Einschränkung oder Einstellung der Anwendung dieser Wirkstoffe in der 
Therapie des Typ 2 Diabetes Mellitus geführt hat[95,190]. Ein genaueres Verständnis der 
komplexen Regulation der Aktivität des Kernrezeptors mag es ermöglichen, die PPARγ-
vermittelten Effekte insbesondere im Kontext maligner Erkrankungen in eine günstigere 
Richtung zu lenken. Dabei ist eben dieser Versuch gegenwärtig Gegenstand intensiver 
präklinischer und klinischer Forschung, sowohl bei Malignomen des Gastrointestinaltrakts als 
auch bei anderen soliden Tumoren, jedoch insbesondere mit Blick auf die relativ 
unspezifischen PPARγ-Agonisten Rosiglitazone und Troglitazone mit eher enttäuschenden 
Ergebnissen[191-193]. In jüngster Zeit stehen jedoch mit den spezifischeren PPARγ-Agonisten 
der 3. Generation Substanzen zur Verfügung, die eine deutlich höhere Effektivität im Rahmen 
der Therapie fortgeschrittener maligner Erkrankungen aufweisen.  So führte die Therapie mit 
Efatutazone zu einer deutlichen Größenminderung in Xenograft-Modellen von Tumoren der 
Bauchspeicheldrüse, des Dickdarms, im anaplastischen Schilddrüsenkarzinom[194] und im 
Ösophaguskarzinom [195]. Die klinische Bedeutung dieser Grundlagenforschung ist 
gegenwärtig Gegenstand mehrerer Phase 1-2 Studien. Bei insgesamt guter Verträglichkeit 
zeigte sich eine Wirksamkeit in thyreoidalen Tumoren[196] und Liposarkomen[197]. Im 
kolorektalen Karzinom profitierten Patienten in einer Phase 2 Studie nach erzielter 
Krankheitskontrolle von einer Erhaltungstherapie mit Efatutazone[198], in einer Phase 1 
Studie erwies sich die Kombination von Efatutazone mit dem FOLFIRI-Schema als sicher, 
Hinweise auf eine klinische Wirksamkeit scheinen gegeben[199]. Angesichts der heterogenen 
Effekte der Therapie mit PPARγ-Agonisten unterschiedlicher Affinität und Selektivität soll hier 
ein weiterer Beitrag zum genaueren Verständnis der Regulation des Kernrezeptors geleistet 
werden. 
 
Wie bereits beschrieben wird die PPARγ-Aktivität durch drei Mechanismen reguliert: 
Ligandenbindung, post-translationale Modifikationen und die subzelluläre Lokalisation, wobei 
insbesondere die nukleäre Lokalisation des Rezeptors mit den positiven, antiproliferativen, 
Differenzierung-fördernden Effekten in Verbindung gebracht wurde [96].  
Die Beobachtung, dass MTMR7 sowohl die ERK1/2-Kaskade als auch die Aktivität von AKT 
deutlich reduziert zusammen mit der Erkenntnis, dass der PPARγ-Agonist Rosiglitazone 
einerseits die Komplexformation zwischen Phosphatase und Kernrezeptor fördert[115] und 
gleichzeitig die MTMR7-vermittelten Effekte verstärkt (s. Abschnitt 7.2.3), deutet auf einen 
neuen Rückkopplungsmechanismus der zytosolischen PPARγ-Fraktion auf die 
transkriptionelle Aktivität des Rezeptors hin. Die gewonnenen Daten legen nahe, dass die 
Lokalisationsänderung des Kernrezeptors von nukleär nach zytosolisch in Folge der 
Aktivierung der Ras-Kaskade, durch die Komplexbildung mit MTMR7 die Aktivität der 
Phosphatase verstärkt. Dies führt zu einem verminderten Aktivitätsniveau des MAPK-
Signalwegs, wodurch die nukleäre Lokalisation des Rezeptors und seine transkriptionelle 
Aktivität gefördert werden. Auch wenn dies weder durch die Analyse des 
Phosphorylierungsstatus` der Kinase MEK1/2, noch durch subzelluläre Fraktionierung und 
Analyse der nukleären und zytosolischen PPARγ-Fraktion nach MTMR7-Transfektion gezeigt 
wurde, so legen doch die verminderte Aktivierung des MEK-Substrates  ERK1/2 und der 
Nachweis einer erhöhten PPAR-Response-Element-(PPRE)-Aktivität durch M. Söhn[200] 
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diese Rückkopplungsschleife nahe. MTMR7 scheint also ein regulierendes Element der 
PPARγ-Lokalisation zu sein, was jedoch durch genauere Analyse der zytosolischen und 
nukleären PPARγ-Fraktion nach Änderung der MTMR7-Menge zu zeigen bleibt.  
Ein weiterer Mechanismus, durch den die MTMR7-induzierte ERK-Hemmung direkt zu einer 
erhöhten PPAR-Aktivität führen könnte, ist die Reduzierung der in der Einleitung 
beschriebenen PPARγ-Phosphorylierung durch ERK1/2[96], was durch Analyse des PPARγ-
Phoshorylierungsniveaus nach MTMR7-Transfektion und EGF-Stimulation relativ leicht zu 
überprüfen sein sollte. 
 
 
Abbildung 31.  Die MTMR7-PPARγ-Interaktion. Dargestellt ist die Integration der MTMR7-
Funktion in das Modell der Interaktion zwischen der Ras-Kaskade-aktivierten Kinase 
MEK1/2 und dem Kernrezeptor PPARγ. Der Nachweis der verminderten ERK1/2 -
Phosphorylierung in Folge der MTMR7-Überexpression deutet auf eine verminderte 
MEK1/2-Aktivität hin, was eine Reduktion des zytosolischen Transports von PPARγ zur 
Folge haben sollte. Gleichzeitig wird die Aktivität von MTMR7 durch die Komplexbildung 
mit PPARγ verstärkt, welche wiederum durch den PPARγ-Agonisten Rosiglitazone 
gefördert wird. MTMR7 ist also Teil einer positiven Rückkopplungsschle ife des 
Kernrezeptors. 
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Der dritte Mechanismus, durch den MTMR7 zu einer Stabilisierung der transkriptionellen 
Aktivität des Kernrezeptors beitragen könnte, ist die Regulation des zellulären HSP90-Gehalts. 
In einer aktuellen Arbeit, in der die Rolle von HSP90 und PPARγ im Rahmen der 
Nichtalkoholischen Fettlebererkrankung untersucht wurde, gelang es Wheeler et al. zu zeigen, 
dass HSP90 die PPARγ-Aktivität in vivo und in vitro positiv reguliert[104]. Wenig später konnte 
gezeigt werden, dass eine Behandlung mit dem HSP90-Inhibitor Geldanamycin zu einer 
Hemmung der PPRE-Aktivität und der assoziierten Differenzierung der Adipozyten führt[201]. 
Für diese Arbeit ist es von besonderem Interesse, dass Wheeler et al. als zelluläres Modell 
HEK293-Zellen verwendeten. Diese tragen zwar keine Mutation im T-Antigen, wie die von mir 
verwendete Zelllinie, entsprechen aber ansonsten den in dieser Arbeit verwendeten HEK293-
T-Zellen. Ergänzt man die Ergebnisse von Wheeler um die hier gewonnenen, so zeichnet sich 
folgendes Bild: Die MTMR7-Überexpression führt zu einem Anstieg des HSP90-Gehalts, was 
zusammen mit der oben diskutierten ERK1/2-Hemmung eine Steigerung der PPRE-Aktivität 
nach sich zieht. Gleichzeitig ist die Bedeutung dieser Hochregulierung des HSP90-
Proteingehalts zumindest im Zusammenhang mit dem kolorektalen Karzinom fraglich, konnte 
er doch nicht für die beiden Zelllinien HCT116 und SW480 gezeigt werden.  
Ein weiterer Aspekt der Regulation des HSP90/PPARγ-Zusammenspiels durch MTMR7 findet 
sich in dem Fakt, dass sowohl in HEK293T als auch in kolorektalen Karzinomzellen der 
Rosiglitazone-vermittelte Anstieg des HSP90-Gehalts durch MTMR7-Überexpression 
verhindert werden kann. Dieser Anstieg des HSP90-Gehalts als Antwort auf eine PPARγ-
Agonistentherapie konnte bisher im Zusammenhang mit der endothelialen NO-Produktion für 
den PPARγ-Liganden 15d-PGJ2 gezeigt werden. In der gleichen Arbeit ließ sich dieser Effekt 
jedoch nicht für Rosiglitazone nachweisen[202]. Allerdings erfolgte in der beschriebenen 
Arbeit die Stimulation mit dem jeweiligen Agonisten für jeweils 24h, während in dieser Arbeit 
lediglich 1h Expositionsdauer bestand. Es handelt sich also bei diesem rapide vermittelten 
Anstieg des HSP90-Gehalts innerhalb 1h nach Stimulationsbeginn mit Rosiglitazone um einen 
für diesen PPARγ-Agonisten bisher nicht beschriebenen Effekt. Der kurze zeitliche 
Zusammenhang deutet auf eine post-translationale Stabilisierung auf Proteinebene hin, die 
zu einer reduzierten Proteindegradation führen könnte. 
Es lässt sich also festhalten, dass zumindest in HEK293T-Zellen MTMR7 einerseits durch 
Hemmung der MAPK-Signaltransduktion und andererseits durch Erhöhung des zellulären 
HSP90-Gehalts die PPARγ-Aktivität fördert, ein Überschießen des letztgenannten 
Mechanismus` durch Rosiglitazone-Stimulation jedoch hemmt.  
Es ist hervorzuheben, dass der für den HSP90-Nachweis verwendete Antikörper weder 
zwischen den beiden Proteinvarianten α und β unterscheiden kann noch dass es möglich ist 
eine Aussage über den Aktivierungszustand des Chaperons zu treffen. Um weitere Aussagen 
über den Effekt der MTMR7-Funktion auf die HSP90-Regulation zu treffen, wäre zudem eine 
Analyse der HSP90-bindenden Co-Chaperone vonnöten. Von besonderem Interesse im 
vorliegenden Zusammenhang wäre hierbei die Analyse der mit HSP90 interagierenden 
Faktoren Cdc37- und Aha1, die insbesondere im Zusammenhang mit der Stabilisierung und 
korrekten Faltung von Proteinkinasen durch HSP90 ihre Bedeutung haben[203]. Neben der 
Beteiligung an der PPARγ-Regulation ist dies die zweite Schnittstelle zwischen HSP90, MTMR7 
und der hier durchgeführten Analyse der beiden Rezeptortyrosinkinase-aktivierten 
Signalkaskaden, denn HSP90 stellt als Chaperon zahlreicher Kinasen einen zentralen Regulator 
der Homöostase intrazellulärer Signalkaskaden dar. Beispielsweise zählen zu den durch HSP90 
stabilisierten Faktoren der EGF- und Insulin- bzw. IGF-Rezeptor, Kinasen wie AKT, S6K, Raf und 
MEK1/2 und ihre onkogenen Mutationsprodukte[204] und die gezielte Inhibition der HSP90-
79 
 
Kinase-Interaktion in soliden Tumoren ist gegenwärtig Gegenstand zahlreicher klinischer 
Studien[205]. Interessanterweise lässt sich nach Analyse der aus cBioportal gewonnenen 
mRNA-Expressionsdaten in Proben kolorektaler Karzinome eine negative Korrelation zwischen 
der MTMR7 und Cdc37-Expression (Pearman´s Correlation -0,96 bzw. -0,49), dem Co-
Chaperon, über das die Interaktion zwischen HSP90 und Protein-Kinasen vermittelt 
wird[203,205], nachweisen. Es lässt sich also spekulieren, dass die MTMR7-Expression im 
kolorektalen Karzinom nicht nur das Aktivitätsniveau für das Tumorwachstum zentraler 
Kinasen hemmt, sondern zusätzlich mit ihrer Destabilisierung durch eine Reduktion der 
HSP90-Kinase-Interaktion einhergeht.  
 
4.3 MTMR7 – Expression, Funktion und Regulation 
Bezüglich der Gewebsexpression vervollständigt diese Arbeit die in der Erstbeschreibung 
vorgenommene Expressionsanalyse in murinem Gewebe. Wie von Majerus et al. 2003 
beschrieben findet sich eine MTMR7-Expression auf RNA-Ebene in Hirn, Leber und 
Nierengewebe. Das für diese Arbeit analysierte Gonadengewebe stammte von einer 
weiblichen Maus, doch korrespondierend zu der von Majerus et al. beschriebenen Expression 
in Hodengewebe fand sich auch im murinen Eierstock eine deutliche MTMR7 mRNA-
Expression. Eine weitere Übereinstimmung findet sich in der quantitativen Auswertung des 
RNA-Gehalts, in der sich die hohe Expression in neuronalem Gewebe bestätigte. Im Gegensatz 
zu den früheren MTMR7-Expressionsanalysen konnte in dieser Arbeit auch in Muskelgewebe 
MTMR7-mRNA nachgewiesen werden. Der Nachweis von MTMR7 mRNA in sämtlichen 
Abschnitten des Gastrointestinaltrakts erweitert das bekannte Expressionsmuster. Es ist 
anzumerken, dass die von Majerus et al. zur Analyse der Gewebsexpression verwendete 
Northern-Blot-Analyse im Gegensatz zum hier verwendeten PCR-Nachweis ohne MTMR7-
Amplifikation auskam[136], so dass das niedrige MTMR7-Expressionsnieveaus unter 
Umständen unter der Nachweisgrenze der verwendeten Methode lag.  
Der Nachweis von MTMR7 in den humanen kolorektalen Karzinomzelllinien gibt Hinweise auf 
eine mögliche Rolle der Phosphatase in der Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms.  
Die Änderung der MTMR7-Expression unter hyperglykämischen Bedingungen soll in einem 
gesonderten Abschnitt besprochen werden. 
 
Einen Paradigmenwechsel stellen die neu gewonnenen Erkenntnisse über die Beeinflussung 
der ERK1/2 und AKT-vermittelten Signalkaskaden und die resultierende Reduktion der 
Zellwachstumsrate durch MTMR7-Überexpression dar.  Während Myotubularine im 
Allgemeinen als das Überleben der Zelle fördernde „Survival“-Phosphatasen angesehen 
werden, die die AKT- bzw. mTORC-vermittelte Signaltransduktion fördern[133,137,147,206], 
konnte hier gezeigt werden, dass MTMR7-Überexpression das AKT-Aktivitätsniveau signifikant 
reduziert, das Zellwachstum hemmt und die Empfindlichkeit gegenüber verschiedenen 
Chemotherapeutika steigert. Die zusätzliche Hemmung der AKT-abhängigen S6-
Proteinaktivierung und die Reduktion des ERK1/2-Aktivitätsniveaus weisen auf die Bedeutung 
der Phosphatase im Zusammenspiel der PI3K-AKT-mTORC und Ras-Raf-MAPK-Achse im 
kolorektalen Karzinom hin[171]. 
Die Erkenntnis, dass MTMR7 die AKT-Aktivität in den untersuchten Zelllinien hemmt,  steht in 
Einklang mit den Erkenntnissen von Guo et al.[162], die diesen Effekt 2013 im Rahmen der T-
Zelldifferenzierung beschrieben haben. Im Gegensatz zu dieser Arbeit, können aus den hier 
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vorgestellten Ergebnissen Rückschlüsse auf den der Hemmung der Zellwachstum fördernden 
Signalkaskaden zugrunde liegenden Mechanismus gezogen werden. 
Wie eingangs beschrieben ist die AKT-Aktivierung Ergebnis eines mehrschrittigen Prozesses, 
indem nach PtdIns(3,4,5)P3- oder PtdIns(3,4)P2-Bindung und Membranrekrutierung die 
Phosphorylierung des THR308-Rests durch PDK1 eine basale AKT-Aktivität initiiert, die dann 
durch eine positive Rückkopplungs-Schleife durch den mTORC2 zur THR450- und S473-
Phosphorylierung und vollständigen Aktivierung der Kinase führt. 
Für MTM1 konnte ein fördernder Einfluss sowohl auf die THR308- als auch bezüglich der 
SER473-Phosphorylierung, nicht jedoch für die des THR450-Rests gezeigt werden[147], ein 
Effekt, der sich auch in vitro auf Ebene der nachgeschalteten Effektorproteine nachweisen 
lässt[142]. Dies deutet auf einen stimulierenden Effekt oberhalb der mTORC2-
Rückkopplungsschleife hin. Und in der Tat führte die Reduktion des freien PtdIns(3)P, einem 
Hauptsubstrat von MTM1 durch EGFP-2xFyve Überexpression, zu einer deutlichen Steigerung 
der THR308-Phosphorylierung von AKT nach EGF-Stimulation[147].  
Die hier vorgestellten Ergebnisse legen jedoch nahe, dass MTMR7 einen AKT-hemmenden 
Gegenpart zu diesem Myotubularin-abhängigen Mechanismus darstellt. Wie oben 
beschrieben führt die MTMR7-Überexpression zum gegenteiligen Effekt bezüglich der AKT-
Aktivierung, nämlich zur Reduktion sowohl der THR308- als auch der SER473-
Phosphorylierung. Dies deutet wie im Fall von MTM1 auf einen Mechanismus oberhalb der 
mTORC2-Rückkopplungsschleife hin. Im Gegensatz zu MTM1 scheint MTMR7 diesen Effekt 
jedoch nicht über den sekundären Botenstoff PtdIns(3)P zu vermitteln, denn genau wie MTM1 
verringert MTMR7 den PtdIns(3)P-Gehalt, was, glaubt man den Ergebnissen von Razidlo et al., 
zu einer Förderung der AKT-Aktivität führen müsste. Zwei alternative Erklärungsansätze liegen 
nun nahe: Zum einen scheint eine Reduktion des PtdIns(3,4,5)P3 oder PtdIns(3,4)P2  analog zur 
Phosphatase PTEN möglich, entweder durch direkte Dephosphorylierung oder durch 
Verschiebung des chemischen Gleichgewichts hin zu niedriggradiger phosphorylierten PtdIns 
und somit durch Reduktion des Substrat-Gehalts der PI3K. Und tatsächlich weisen MTMR7-
depletierte T-Zellen einen ähnlichen Phänotyp auf wie nach PTEN-Depletion[162]. Weder in 
der zitierten Arbeit, noch in den von uns durchgeführten Experimenten konnte jedoch ein 
direkter Einfluss von MTMR7 auf den PtdIns(3,4,5)P3 bzw. PtdIns(3,4)P2  Gehalt nachgewiesen 
werden.  
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Betrachtet man jedoch die unterschiedliche Effektivität der MTMR7-Überexpression bezüglich 
der AKT-Aktivierung in den beiden kolorektalen Karzinomzelllinien, scheint ein anderer 
Mechanismus wahrscheinlich:  
Wie in Tabelle 1 beschrieben unterscheiden sich die beiden kolorektalen Karzinomzelllinien 
bezüglich des PI3K-Mutationsstatus`. Die in HCT116 Zellen vorliegende PI3CA H1047R  
Mutation hat eine erhöhte PI3K-Aktivität unabhängig vom Ras-Aktivitätsstatus zur Folge[121], 
während in SW480 keine PI3CA Mutation vorliegt. 
Wie oben beschrieben ist die Effektstärke in SW480-Zellen signifikant größer als in der Zelllinie 
HCT116. Wenn nun MTMR7 in Zellen eine größere Effektivität aufweist, in denen die Ras-
Mutation funktionell stärker zum Ausdruck kommt (SW480), so scheint eine Beeinflussung des 
Ras-Aktivitätsniveaus durch MTMR7 zumindest wahrscheinlich und böte gleichzeitig eine 
Erklärung für die verminderte ERK1/2-Antwort auf EGF-Stimulation in MTMR7-
überexprimierenden Zellen. Und in der Tat gelang es M. Söhn[200] eine verminderte Ras-
Expression nach MTMR7-Transfection nachzuweisen.  
Eine mögliche Erklärung für diesen Effekt bietet die Förderung der PPARγ-Funktion durch 
MTMR7. In einer anderen Arbeit unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die 
Aktivierung von PPARγ zu einer Reduktion der K-Ras-Expression führt[64]. Die Steigerung der 
Abbildung 32. MTMR7 hemmt die Ras- und PI3K-vermittelte AKT-Signalkaskade. 
Vereinfachte Darstellung des RTK-abhängigen AKT-Signalwegs. Wie in Kapitel 7 
beschrieben  hemmt die MTMR7-Überexpression sowohl die PDK1 als auch die mTORC2 
vermittelte AKT-Phosphorylierung und die nachgeschaltete S6-Phosphorylierung 
(durchgezogene rote Linien). Das Muster der verminderten AKT -Phosphorylierung deutet 
auf einen Mechanismus oberhalb von PDK1 hin. Die beiden wahrscheinlichsten 
Möglichkeiten, die Verschiebung des PI-Metabolismus und die Hemmung der Ras-Aktivität 
sind mit gestrichelten Linien dargestellt. Anzumerken ist, dass die Ras -Hemmung den 
wahrscheinlicheren Mechanismus darstellt, einerseits aufgrund der subzellulären 
Kompartimentierung der einzelnen PI-Metabolite und andererseits aufgrund seiner 
Position weit oberhalb in der Signalkaskade.  
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PPARγ-Aktivität durch den MTMR7-vermittelten Anstieg des zellulären HSP90-Gehalts könnte 
also zu einer verminderten Ras-Expression und somit in einer Art positiven Rückkopplung zu 
einer verminderten MEK1/2-Aktivität führen, was einerseits den erniedrigten Phospho-
ERK1/2-Niveau nach EGF-Stimulation erklärte und gleichzeitig die nukleäre Lokalisation des 
Kernrezeptors förderte. 
Bezüglich der Verstärkung der MTMR7-induzierten Hemmung der PI3K- und ERK1/2-
vermittelten Signaltransduktion durch Präinkubation mit Rosiglitazone gibt die Analyse des 
PI(3)P-ELISAs eine Hinweis auf den zugrundeliegenden Mechanismus: Die Stimulation der 
Zellen mit Rosiglitazone führt in MTMR7-überexprimierenden Zellen zu einem – wenn auch 
nicht signifikanten – Anstieg der PtdIns(3)P-Konzentration. Gleichzeitig führt die 
Rosiglitazone-Behandlung zu einer Verstärkung der Komplexbildung zwischen MTMR7 und 
PPARγ. Der Schluss liegt also nahe, dass die Komplexformation zwischen PPARγ und MTMR7 
die Phosphataseaktivität des Myotubularins hemmt, den PtdIns(3)P-Gehalt erhöht und in 
Analogie zu dem von Guo et al. beschriebenen Effekt die AKT-Aktivität hemmt. Dies stellt auch 
eine Erklärung für den Umstand dar, dass sich eine Steigerung der MTMR7-vermittelten 
Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung nicht nachweisen lässt6. 
 
Welchen Erklärungsansatz man auch zugrunde legen mag, es lässt sich in jedem Fall 
festhalten, dass die Überexpression von MTMR7 zu einer verminderten Aktivität sowohl der 
PI3K-AKT-mTORC-Achse als auch des Ras-Raf-Erk1/2-Signalwegs führt. Dies macht die 
Phosphatase zu einem aussichtsreichen Ansatzpunkt neuer zielgerichteter Therapien, welche 
helfen könnte entscheidende Schwächen der mTOR-Inhibition in soliden Tumoren 
auszugleichen:   
Zunächst führt die mTORC1-Hemmung durch Rapamycin und seine Derivate zu einer 
vermehrten PI3K-Aktivität und somit zu einer vermehrten Aktivierung AKT-unabhängiger 
Effektor-Signalwege, was als eine der Ursachen für die geringe Effektivität dieser 
Substanzgruppe in epithelialen Neoplasien angesehen wird[207]. Außerdem führt die 
mTORC1-Hemmung zu einer gesteigerten ERK-Aktivität[208], ein Grund für die 
synergistischen Effekte von MEK1/2-Inhibitoren und Hemmstoffen der PI3K-AKT-mTORC-
Achse[208,209]. Die MTMR7-Überexpression verbindet die beiden genannten Wirkprinzipien, 
wird doch sowohl die mTORC-vermittelte Signaltransduktion via S6Kinase, als auch die ERK-
Aktivität gehemmt. Insbesondere die mTORC-Hemmung lässt sich indirekt auch in den 
Ergebnissen der Zytotoxizitätsassays wiederfinden: Mit MTMR7 transfizierte Zellen verhalten 
sich hier wie mit dem mTORC-Inhibitor Everolimus behandelte Zellen, was auf eine mTOR-
inhibitorische Rolle des MTMR7-Proteins in vitro hinweist. Wie in 7.4 beschrieben führt die 
reaktive Aktivierung kompensatorischer Signalkaskaden in Folge einer mTORC-Hemmung 
durch Everolimus zu einer paradoxen Steigerung der zellulären Proliferationsrate[184]. Wie 
oben beschrieben hemmt MTMR7 eben jene Signalkaskaden, die für die gesteigerte 
Proliferationsrate verantwortlich sind. Ein additiver Effekt bezüglich der kombinierten 
MTMR7-Überexpression und mTORC-Inhibition durch Everolimus ist jedoch angesichts der 
MTMR7-vermittelten Wirkung oberhalb des mTOR-Komplexes nicht zu erwarten.[171] 
 
                                                     
6 Wobei anzumerken ist, dass eine andere Erklärung für die geringere Effektstärke die ERK1/2-Phosphorylierung 
als Folge der Rosiglitazone-Behandlung selbst darstellt, was die Differenz zwischen den mit Rosiglitazone 
präinkubierten Zellen und denjenigen ohne Vorbehandlung prinzipiell verkleinert. 
83 
 
 
Abbildung 33. MTMR7 hemmt 
zentrale Aspekte der MAPK- 
und AKT-assoziierten 
Signalkaskaden. Dargestellt 
ist die Integration von MTMR7 
in die RTK-aktivierten 
Signalkaskaden und die 
MEK1/2-abhängige PPARγ-
Regulation. Die Darstellung 
orientiert sich an denen der 
KEGG-Pathway-Database. 
Zentrale Aspekte der 
Signaltransduktion wurden 
mit entsprechenden Belegen 
eingefügt (graue Kästen). 
MTMR7 hemmt sowohl die 
PDK1- als auch die mTORC2-
vermittelte AKT-
Phosphorylierung ebenso wie 
die Aktivierung von ERK1/2. 
Dieser Mechanismus wird 
durch die Komplexformation 
mit PPARγ verstärkt, die 
wiederum durch Rosiglitazone 
gefördert werden kann. Die 
Hemmung der MAPK-Kaskade 
sollte zu einer  
Abbildung 34. Reversion des zytoso lischen Transports von PPARγ und somit zu einer gesteigerten transkriptionellen Aktivität führen. Mögliche 
Mechanismen der MTMR7-vermittelten Effekte sind einerseits die Verschiebung des PI -Gehalts hin zu  niedriggradiger phosphorylierten Formen 
und andererseits eine direkte Hemmung der Ras-Aktivität, was sowohl den Effekt auf die MAPK-Kaskade als auch die Hemmung des AKT-
Signalwegs erklärte. 
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4.4 MTMR7 im kolorektalen Karzinom  
Der oben beschriebene Erklärungsansatz für die mit MTMR7-Überexpression assoziierten 
Effekte wirft angesichts der Bedeutung beider involvierter Signalkaskaden für das 
Zellwachstum im humanen kolorektalen Karzinom und der Anstrengungen durch Hemmung 
eben dieser Mechanismen, das Überleben betroffener Patienten zu verbessern, Fragen nach 
der Rolle der Phosphatase im humanen Tumor auf. 
Dabei unterstreicht die große Gruppe der Patienten, die MTMR7 auf Proteinebene nicht mehr 
exprimieren, die Rolle des Myotubularins als Tumorsuppressor, dessen Eliminierung einen 
Überlebensvorteil für die Tumorzelle darstellt. Gleichzeitig gibt die Inkongruenz der 
Verlustrate auf Proteinebene (etwa 40%) mit der in den Datenbanken gefundenen 
Mutationsraten (etwa 10% im kolorektalen Karzinom) einen Hinweis darauf, dass neben dem 
Verlust auf genomischer Ebene weitere Mechanismen an der Unterdrückung des MTMR7-
Protein-Gehalts beteiligt sein müssen.7 Gleichzeitig stellte sich die Frage nach Risikofaktoren 
für den MTMR7-Expressionsverlust. Dabei lieferte die Erkenntnis, dass MTMR7 insbesondere 
Insulin- und IGFR-aktivierte Signalkaskaden manipuliert, den Ansatzpunkt für die Hypothese, 
dass insbesondere Tumore mit einem erhöhten Aktivitätsniveau der genannten 
Signalkaskaden von einem MTMR7-Verlust profitierten, da dies zu einer vermehrten 
Wachstumsstimulation führte. In diesem Zusammenhang schienen einerseits Patienten mit 
Typ 2 Diabetes mellitus und daraus resultierender Hyperinsulinämie ein vielversprechendes 
Kollektiv8 darzustellen. Eine andere Gruppe waren Patienten, deren Tumore durch LOI des 
IGF-2 gekennzeichnet sind, was zu einer gesteigerten auto- und parakrinen Sekretion des 
Wachstumsfaktors und somit zu einer vermehrten Aktivität der PI3K-Kaskade führt. 
Tatsächlich fand sich in beiden Gruppen eine signifikant niedrigere Rate an MTMR7-
exprimierenden Tumoren als im Vergleichskollektiv (s. Abschnitt 7.5.2). Zu bemerken ist, dass 
der MTMR7-Verlust ein tumorspezifischer Effekt zu sein scheint, ließ sich eine positive 
MTMR7-Proteinfärbung doch in allen Proben in der normalen Mukosa nachweisen.9 Neben 
der Abhängigkeit der MTMR7-Expression von endokrinen Faktoren ließ sich ein 
Zusammenhang zwischen der MTMR7-Verlustrate und dem Differenzierungsgrad der 
betreffenden Probe nachweisen. Tumore mit höherem Entartungsgrad wiesen auch eine 
höhere MTMR7-Verlustrate auf. Da es sich bei der kolorektalen Karzinogenese um einen 
mehrstufigen Prozess handelt, in dem die maligne Entartung mit einer zunehmenden Rate 
genetischer Veränderungen einhergeht, ist dies zu erwarten. Die dargestellten Daten zum 
Zellwachstum scheinen außerdem einen Überlebensvorteil für MTMR7-überexprimierende 
Karzinomzellen zu zeigen, sodass der bestehende Selektionsdruck zu einer Akkumulation 
MTMR7-negativer Zellen im progredient entartenden Tumorgewebeverband führen sollte.10 
Angesichts der Funktion der Phosphatase ist eher auf den genannten Selektionsvorteil als 
                                                     
7 Gleichzeitig sollte man nicht außer Acht lassen, dass unspezifische Färbungen und – insbesondere bei 
manuellem Vorgehen – zu lange Exposition gegenüber dem Peroxidasesubstrat zu einem höheren Anteil 
MTMR7-positiver Fälle geführt haben könnte. Die Differenz könnte also noch deutlich größer sein. 
8 Die Effekte der Hyperinsulinämie unter Bedingungen der Insulinresistenz sind in Kapitel 8.6 zusammengefasst. 
9 Selbstverständlich sind die getroffenen Aussagen im Licht der relativ geringen Fallzahlen einerseits und in der 
möglicherweise recht heterogenen Ergebnisse der manuell durchgeführten Färbung zu sehen. 
10 Ein kausaler Zusammenhang zur Karzinogenese lässt sich selbstverständlich nicht nachweisen, ein erster Schritt 
in diese Richtung wäre jedoch die Analyse des MTMR7-Status in kolorektalen Adenomen und die Etablierung 
eines MTMR7-defizienten Mausmodells. 
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Ursache für die steigende MTMR7-Verlustrate zu schließen als auf einen ursächlichen Effekt, 
was die Förderung der Entartung angeht11. 
Zusätzlich stellt sich die Frage nach der Bedeutung des Proteins MTMR7 als prädiktivem 
Marker, sowohl was das Therapieansprechen angeht als auch was das Klinische Ergebnis 
betrifft. Hierzu lässt sich anhand der bis jetzt vorliegenden Daten nur sehr eingeschränkt eine 
Aussage treffen, da die für die analysierten Proben verfügbaren Datensätze weder Aussagen 
über das Überleben der Patienten nach Diagnosestellung und Therapie noch über das 
Ansprechen auf eine Chemotherapie12 enthielten. Betrachtet man jedoch Analysen, in denen 
der Verlust des das MTMR7-Gen enthaltenden Arms des Chromosoms 8 mit der Prognose im 
kolorektalen Karzinom korreliert wurde, so lässt sich zwar feststellen, dass insbesondere LOH 
ein Mechanismus des MTMR7 Verlusts auf genomischer Ebene darstellt. Ein Zusammenhang 
zwischen LOH der MTMR7-enthaltenen Region und der Prognose des Tumorpatienten ließ 
sich jedoch nicht feststellen[210-212]. 
Im Gegensatz zum kolorektalen Karzinom besteht sowohl im fortgeschrittenen Mamma-
Karzinom[213,214] als auch im Prostatakarzinom[215] ein eindeutigerer, negativer 
Zusammenhang zwischen dem Verlust der für MTMR7-kodierenden Region und der Prognose 
der betreffenden Patienten. Betrachtet man das unter 7.7 beschriebene Screening der 
MTMR7-Expressionsanalyse, so findet sich in diesen beiden Tumorentitäten die höchste Rate 
an Veränderungen der MTMR7-Expression: Während im Prostatakarzinom insbesondere die 
MTMR7-Deletion ein häufiges Ereignis ist, findet sich in 20% der Mamma-Karzinome eine 
Amplifikation der MTMR7-Expression13. In diesem Screening zeigte sich ein signifikanter 
Zusammenhang zwischen einer veränderten MTMR7-Expression (insbesondere einer 
Deletion) und einer Veränderung der Überlebensrate sowohl im hepatozellulären Karzinom 
als auch im pulmonalen Adenokarzinom. In diesen beiden Tumorentitäten zeigte sich wie 
schon beschrieben ein inverser Zusammenhang zwischen MTMR7-Verlust und 
Gesamtüberleben. Betrachtet man die Bedeutung der Insulinwirkung für das hepatische 
Gewebe und die Funktion von MTMR7 in diesem Zusammenhang, so könnte hier eine 
mögliche Erklärung für den Effekt auf die Aggressivität des Tumors liegen. Gleichzeitig kann 
man von der Bedeutung des Pan-Rezeptortyrosinkinaseinhibitors Sorafenib für die Therapie 
des HCCs auf die Relevanz der Phosphatase für die Wachstumsinhibition des hepatischen 
Tumors schließen. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass die Region auf Chromosom 8, in der das 
MTMR7-Gen lokalisiert ist, relativ häufig im HCC verloren geht[216] und dass der Verlust 
einiger Produkte dieser Genregion, beispielsweise des in unmittelbarer Nachbarschaft des 
MTMR7-Gens lokalisierten Proteins ZDHHC2, mit einer schlechteren Prognose in Verbindung 
gebracht werden konnte[217]. Insgesamt lässt sich jedoch sagen, dass sich mit MTMR7 ein 
weiterer tumorsuppressiver Kandidat in dieser für Veränderungen anfälligen Region des 
Chromosoms 8p22 verorten lässt – neben etablierten Faktoren wie MCPH1, TUSC3, KIAA1456 
und ZDHHC2. 
 
Die Tatsache, dass sich MTMR7 in einem großen Teil der Tumorproben im kolorektalen 
Karzinom nachweisen lässt, lässt die Möglichkeit der Beeinflussung der MTMR7-Aktivität in 
der Tumortherapie in den Fokus weiterer Betrachtungen rücken. Ein positiver Effekt auf die 
Chemosensitivität der beiden kolorektalen Karzinomzelllinien ist in Kapitel 7.4 dargestellt. 
                                                     
11 Hier wäre eine Beteiligung an DNA-Reparatur, Methylierung oder ähnlichen Mechanismen zu fordern. 
12 Zwar waren Daten zur Vollständigkeit der Tumorresektion enthalten, hier zeigte sich jedoch kein 
Zusammenhang zwischen MTMR7-Expression und R-Status. 
13Allerdings in einer kleinen Kohorte (n=20). 
86 
 
Dieser scheint zumindest im Falle von Cisplatin durch eine zusätzliche Rosiglitazonetherapie 
in MTMR7-transfizierten Zellen noch zu steigern zu sein. Allerdings stellt sich an dieser Stelle 
die prinzipielle Frage nach der Reliabilität des verwendeten Modells. Die verwendeten 
Chemotherapeutika-Konzentrationen waren zwar nicht beliebig ausgewählt, in wieweit diese 
denjenigen im Tumor in vivo nahekommen und ob sich die Ergebnisse aus einer mehr oder 
weniger monoklonalen Zellkultur auf einen heterogenen Zellverband im Karzinom übertragen 
lassen, sind nur zwei mögliche Kritikpunkte. Zudem ließ sich der beschriebene Effekt 
ausschließlich bei niedrigen Chemotherapeutikadosen nachweisen. Dennoch stellt sich die 
Frage, ob eine Ergänzung gängiger Chemotherapieschemata um Rosiglitazone ein 
verbessertes Ansprechen mit sich brächte. 
4.5 MTMR7 und Diabetes 
Wie eingangs beschrieben, stellt das Vorhandensein eines Typ 2 Diabetes Mellitus einen 
unabhängigen Risikofaktor für die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms[218] und einen 
negativen prognostischen Marker Tumorpatienten dar[218,219]. Neben Veränderungen des 
Mikrobioms, des Immunsystems und inflammatorischen Status sowie Veränderungen der 
Adipokin-Homöostase ist es das alterierte Insulin- und IGF-Signaling[220], dem eine 
besondere Rolle in der Karzinogenese unter hyperinsulinämischen Bedingungen 
zugesprochen wird.  Sowohl in normaler Mukosa als auch im kolorektalen Karzinom stimuliert 
Insulin das Zellwachstum in vitro, entweder direkt durch eine Erhöhung der Aktivität des 
MAPK-Signalwegs oder durch eine erhöhte Konzentration des IGF-1[221]. Dabei kommt der 
PI3K-vermittelten AKT-Signalkaskade eine besondere Rolle zu. Insbesondere über die 
Isoformen AKT2 und AKT3 wird – beispielsweise im Skelettmuskel – die insulinabhängige 
Fusion von mit GLUT4 bestückten Vesikeln und der daraus resultierende Glucose-Einstrom in 
die entsprechende Zelle reguliert[129,130,222]. Bemerkenswerterweise findet sich in 
insulinresistenten Individuen eine Störung eben jener Isoformen, während die AKT1-
vermittelte Signalkaskade unbeeinträchtigt bleibt [130]. Ihre Hauptaufgabe besteht in der 
Vermittlung Zellwachstum fördernder Stimuli[223], sodass unter hyperinsulinämischen 
Bedingungen in insulinresistenten Individuen zwar die Insulin-vermittelte metabolische 
Funktion beeinträchtigt ist, nicht jedoch die Zellwachstum fördernde Wirkung des Hormons. 
Zusätzlich scheint eine vermehrte Insulinexposition in kolorektalen Karzinomzelllinien nicht 
wie in ihren nicht maligne-transformierten Gegenstücken zu einem insulinresistenten 
Phänotyp zu führen, sondern die entarteten Zellen scheinen von den zusätzlichen 
Wachstumsstimuli und Energieangebot in vivo zu profitieren[177]. 
Durch PPARγ als antidiabtischen, antiinflammatorischen und antiproliferativen Faktor bestand 
bereits eine Verbindung zwischen MTMR7-Regulation, Metabolismus und Karzinogenese. 
Hierbei unterstreicht die Beteiligung der Phosphatase an  der Manipulation 
signaltransduzierender Faktoren sowohl der Insulin- als auch der IGF-Rezeptor-vermittelten 
Signalkaskade die Verbindung zwischen Metabolismus und Karzinogenese. 
Die Experimente, die in diesem Zusammenhang durchgeführt wurden, können nur ein kurzes 
Schlaglicht auf die Rolle des MTMR7-Proteins an der Schnittstelle zwischen Störungen des 
Stoffwechsels und des Zellwachstums werfen, welches im Folgenden dargestellt werden soll. 
 
Genau wie die Stimulation mit EGF führte die Behandlung von Zellen mit Insulin zu einer 
erhöhten Phosphorylierung der PI3K-AKT-mTORC-Achse und genau wie im Fall von EGF 
reduzierte MTMR7 die Phosphorylierung der für das Zellwachstum entscheidenden Faktoren 
AKT und des S6-Proteins (s. Abbildungen 14 und 15). Entsprechend führte die Überexpression 
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von MTMR7 zu einer weniger starken Zunahme des Zellwachstums unter 
hyperinsulinämischen Bedingungen14. (s. Abbildung 24) Es scheint also, als fungiere MTMR7 
als Gegenspieler der anabolen Insulineffekte, zumindest was kolorektale Karzinomzelllinien in 
vitro angeht[171]. Da die Analyse des AKT-Phosphorylierungsstatus nicht mit einem 
isoformspezifischen Antikörper durchgeführt wurde, darf außerdem ein Einfluss auf die 
Glukosehomöostase vermutet werden. Die MTMR7-Überexpression sollte über die AKT-
Hemmung zu einem verminderten GLUT4-Einbau in die Zellmembran und folglich zu einem 
erniedrigten Glucose-Einstrom führen. MTMR7-Verlust trüge also zu einer verminderten 
Glukoseresorption aus dem Darmlumen bei. Interessanterweise zeigt sich bei der 
quantitativen Analyse der mRNA-Expression in verschiedenen murinen Geweben, dass sich 
die MTMR7-Expression unter Bedingungen des metabolischen Syndroms in Hirn und Darm, 
nicht aber in den beiden für die Glukosehomöostase relevanten Organen Muskel und Leber 
signifikant ändert. Der Zusammenhang scheint einfach: Steigt die Blutglukosekonzentration 
dauerhaft an, so hat dies auch eine erhöhte MTMR7-Expression im Darm zur Folge. Dies 
könnte zumindest im Darmepithel einen protektiven Einfluss sowohl im Sinne einer 
verminderten Glukoseaufnahme als in Bezug auf die anabole Wirkung der begleitenden 
Hyperinsulinämie haben.15 Diese Beobachtung scheint durch die immunhistochemische 
Färbung des Darmepithels von Typ-2 Diabetikern bestätigt zu werden. Auch in diesen Proben 
scheint die MTMR7-Proteinexpression höher zu sein als in den nichtdiabetischen Kontrollen.16 
Passend hierzu fand sich eine höhere MTMR7-mRNA-Expression in der Kolonschleimhaut 
derjenigen Mäuse, die neben dem Verlust der Calmodulinkinase eine homozygote Mutation 
des Leptinrezeptors aufwiesen.  In der Zusammenschau der Ergebnisse könnte dies als 
antidiabetische Gegenregulation im hyperinsulinämischen Individuum zu werten sein, könnte 
doch durch die verminderte AKT-Aktivität die Vesikelfusion und somit die GLUT4-Dichte 
darmlumenseitig vermindert sein. Dieser Effekt ist scheinbar in Leber und Muskulatur nicht 
nachweisbar, sodass die Glukoseresorption aus dem Blut von MTMR7 unbeeinflusst bleiben 
sollte. Insgesamt scheint MTMR7 also eine antidiabetische Funktion auszuüben, indirekt über 
die Förderung der PPARγ-Aktivität und direkt über die Beeinflussung der AKT-Aktivität. 
4.6 Offene Fragen  
Bezüglich der Funktion der Phosphatase steht die genauere Charakterisierung der 
Phosphatase nach wie vor erst am Anfang. Es lässt sich zwar festhalten, dass das 
Myotubularin-verwandte Protein EGF- und Insulin-abhängige Kaskaden hemmt, das 
Zellwachstum kolorektaler Karzinomzellinien verlangsamt, scheinbar ihre Suszeptibilität 
gegenüber gängigen Chemotherapeutika verstärkt und in einer bedeutenden Fraktion der 
Patienten mit kolorektalem Karzinom auf Proteinebene vermindert exprimiert wird oder 
verloren geht. Der Effekt scheint durch eine duale Hemmung der PI3K- und ERK-abhängigen 
Signaltransduktion vermittelt zu werden und zwar möglicherweise durch eine direkte 
Verminderung der Ras-Aktivität[200]. Der genaue Mechanismus, über den MTMR7 diese 
                                                     
14 Ob eine Erhöhung der im Standard-Serum enthaltenen Insulinkonzentration um 50ng/ml den 
hyperinsulinämischen Bedingungen in vivo nahe kommt sei dahingestellt. Ich habe mich bezüglich der 
Insulinkonzentration an den Arbeiten von Masur et al. und Tomas et al. orientiert. 
15 Einschränkend ist einerseits anzumerken, dass es sich bei den analysierten Proben um Gewebelysate handelte, 
Aussagen über einzelne Zelltypen lassen sich also nur bedingt treffen. Des Weiten wurden nur 2 Proben aus 
Muskelgewebe von nicht-db/db-Mäusen analysiert, sodass sich hier keinerlei valide Aussage treffen lässt. 
16 Wobei selbstverständlich die subjektive Einschätzung der Färbeinstensität in der Immunhistochemie einen 
relevanten Fehlerfaktor darstellt. 
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Effekte vermittelt lässt sich auf Grundlage der vorliegenden Daten nicht abschließend 
beantworten. Drei Möglichkeiten bieten sich meiner Meinung nach an: 1. MTMR7 könnte über 
den Eingriff in die Phosphatidylinositol-Homöostase die genannten Signalkaskaden hemmen, 
was zu einer Steigerung der PPARγ-Aktivität und somit zu einer vermehrten Expression von 
Ras-Inhibitoren und insgesamt verminderten Ras-Expression führt. 2. Die MTMR7-Effekte 
werden über die Interaktion mit anderen Proteinen vermittelt, beispielsweise könnte die 
MTMR7-PPARγ-Interaktion zu einer verminderten Degradation des Kernrezeptors führen und 
somit die Aktivität des Kernrezeptors erhöhen. 3. Die MTMR7-vermittelte Regulation des 
zellulären HSP90-Gehalts hält das Aktivitätsniveau RTK-vermittelter Signalkaskaden in 
physiologischem Rahmen und hemmt so für die Karzinogenese relevante Mechanismen. 
Alle drei Mechanismen scheinen möglich und angesichts der scheinbaren Bedeutung für die 
in zahlreichen Tumorentitäten relevante aberante Ras-Signaltransduktion kann ein genaueres 
Verständnis der MTMR7-Funktion unter Umständen neue Möglichkeiten der therapeutischen 
Beeinflussung des Wachstums Ras-mutierter Tumoren eröffnen. 
Ungeklärt ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt die Rolle der Phosphatase in der Karzinogenese, 
lässt sich doch anhand der vorliegenden in vitro Daten weder eine Aussage über den Zeitpunkt 
des MTMR7-Verlusts in der mehrschrittigen malignen Entartung und Metastasierung treffen 
noch ist es legitim auf Grundlage der vorliegenden immunhistochemischen Daten einen 
kausalen Zusammenhang zwischen MTMR7 und Malignität des Tumors17 herstellen. Zu 
diesem Zweck wäre zum einen ein in vivo-Modell in Form einer MTMR7-defizienten Maus 
beispielsweise auf Grundlage des APCmin- Modells vonnöten, mit dessen Hilfe ein Effekt auf 
Tumorwachstum und Entstehung simuliert werden könnte. Zum anderen sollte der 
Mechanismus des MTMR7-Verlusts geklärt werden, um so Hinweise darauf zu erhalten, ob 
der vermutete tumorsuppressive Effekt auch in vivo von Bedeutung ist oder – angenommen 
dem MTMR7-Verlust läge eine LOH der gesamten 8p22-Region zu Grunde – in dem durch den 
Verlust von benachbarten tumorsuppressiven Faktoren wie beispielsweise TUSC3 überlagert 
wird. 
Bezüglich der Rolle des MTMR7-Proteins im Rahmen der Stoffwechselregulation, 
insbesondere der Glucose- und Energiehomöostase, lässt sich zum gegenwärtigen Zeitpunkt 
lediglich mutmaßen,  dass die Lipidphosphatase im physiologischen Setting einen Beitrag 
leistet die anabole Wirkung des Insulins einzudämmen und zwar über die Reduktion der AKT-
mTORC-Signaltransduktion. Zukünftige Studien werden klären müssen, inwieweit die AKT-
vermittelte Fusion GLUT4-beladener Vesikel und damit die intestinale Glukoseresorption bzw. 
Elimination aus dem Blut durch die MTMR7-Aktivität beeinflusst wird. Zu erwarten wäre eine 
erniedrigte GLUT4-Transporterdichte und damit ein verminderter Glucose-Influx, im Darm 
also eine verminderte Glucose-Aufnahme und damit eine antidiabetogene, in Muskulatur und 
Leber die entgegengesetzte, den Blutzuckerspiegel erhöhende Wirkung. Zusätzlich stellt sich 
die Frage, inwiefern  die MTMR7-vermittelte Normalisierung des AKT-Aktivitätsniveaus einen 
Einfluss auf die von  Baricevic et al. beschriebene Resistenz gegen Insulinresistenz und Insulin-
vermittelte verminderte Chemosensitivität[177] hat.   
Zusammenfassend lässt sich wohl festhalten, dass es sich bei MTMR7 um einen 
Tumorsuppressor an der Schnittstelle zwischen Metabolismus und Karzinogenese handelt, 
dessen Aktivität durch bereits verfügbare Medikamente manipuliert werden kann und dessen 
Rolle insbesondere durch weitere Untersuchungen in vivo eingehender charakterisiert 
werden sollte. 
                                                     
17 Ich beziehe mich hier auf die Assoziation zwischen MTMR7-Expression und Differenzierungsgrad. 
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5 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK 
Ziel dieser Arbeit war es, durch die Charakterisierung der Phosphatase MTMR7 im Kontext des 
kolorektalen Karzinoms einen Beitrag zum besseren Verständnis der Rolle und Regulation des 
Kernrezeptors PPARγ insbesondere vor dem Hintergrund maligner Erkrankungen zu leisten 
und so mögliche Ansatzpunkte zur Therapie von Malignomen mit aktivierenden Mutationen 
der Ras-abhängigen Signalkaskaden zu liefern.  
Es gelang die Erweiterung des bekannten Gewebsexpressionsmusters der Phosphatase 
sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene. Über die Analyse des Phosphorylierungsstatus` 
von Faktoren der MAPK- und PI3K-abhängigen Signalkaskaden konnte MTMR7 als Inhibitor 
beider identifiziert und die inhibitorische Wirkung auf die Signalebene des Ras-Proteins 
eingegrenzt werden. Diese Funktion kann als ursächlich für das verminderte Zellwachstum der 
kolorektalen Karzinom-Zelllinien mit MTMR7-Überexpression angesehen werden. Einen 
bedeutsamen Einfluss der Phosphatase auf die Sensitivität der Zellen gegenüber den 
Chemotherapeutika 5-FU und Cisplatin ließ sich nicht nachweisen, die Experimente mit dem 
mTORC-Inhibitor Everolimus bestätigen jedoch die molekularbiologischen Ergebnisse auf 
Ebene des Phänotyps: Die MTMR7-Überexpression führt zu einer Verminderung der mTORC-
Aktivität.  Die hier nachgewiesene Hemmung der ERK-Aktivierung sowohl nach EGF- als auch 
nach Rosiglitazon-Gabe ebenso wie die Beeinflussung des zellulären HSP90-Gehalts machte 
eine Förderung der genomischen Aktivität des Kernrezeptors wahrscheinlich, die durch 
Michaela Söhn [200] bestätigt werden konnte. Aufgrund der zentralen Rolle des Kernrezeptors 
PPARγ in der Fett- und Glukosehomöostase und der Beeinflussung der PI3K-vermittelten 
anabolen und Proliferation-fördernden Effekte des Hormons Insulin war eine funktionelle 
Verknüpfung der Phosphatase MTMR7 mit eben diesen Aspekten naheliegend. Tatsächlich 
war das Niveau der MTMR7-mRNA-Expression in Hirn- und Darm-Gewebe abhängig vom 
metabolischen Status der Versuchstiere und proportional zum Grad der Insulinresistenz. Die 
mit EGF unternommenen Versuche bezüglich der AKT, S6 und ERK1/2-Aktivierung ließen sich 
mit Insulin als Aktivator der entsprechenden Signalkaskaden reproduzieren. Das Zellwachstum 
unter hyperinsulinämischen Bedingungen war durch MTMR7-Überexpression signifikant 
vermindert. Der immunhistochemische Nachweis von MTMR7 in etwa 50% der Proben 
humaner, kolorektaler Karzinome unterstreicht einerseits die Bedeutung der Phosphatase für 
die Tumorbiologie, scheint doch ein signifikanter Anteil der Tumore von einem MTMR7-
Verlust auf Proteinebene zu profitieren. Andrerseits macht der MTMR7-Nachweis in etwa der 
Hälfte der untersuchten Proben, unabhängig vom KRAS-Mutationsstatus, die Phosphatase zu 
einem möglichen Angriffspunkt insbesondere in der Therapie von Karzinomen mit 
aktivierenden Mutationen der Ras- und PI3K-vermittelten Signalkaskaden. Die eingangs 
beschriebene Komplexformation der Phosphatase sowohl mit dem Kernrezeptor PPARγ als 
auch mit anderen Myotubularinen stellt hier einen möglichen Angriffspunkt dar. Tatsächlich 
können die MTMR7-vermittelten Effekte durch Rosiglitazone verstärkt werden, was auf eine 
vermehrte Bildung von MTMR7/PPARγ-Komplexen zurückgeführt werden kann[115,200]. Ein 
weiterer Therapieansatz könnte die Imitation der Komplexbildung mit einem der Coiled-Coil-
Domäne kongruentem Peptid darstellen, der die Interaktion zwischen MTMR7 und MTMR9 
imitiert. Die Identifikation der Hyperinsulinämie und des IGF2-LOIs als Risikofaktoren für den 
MTMR7-Protein-Expressionsverlust macht diese beiden Aspekte hierbei zu prädiktiven 
Faktoren für ein Ansprechen auf eine etwaige, zukünftige zielgerichtete Tumortherapie mit 
dem Angriffspunkt MTMR7. 
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